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【緒言】 
 非アルコール性脂肪肝疾患（non-alcohol fatty liver disease: NAFLD）はアルコール摂取量が
少ないにも関わらず、脂肪肝、脂肪性肝炎及び肝硬変へと進行する一連の肝疾患である[1]。
NAFLD の 80－90%は脂肪肝のまま病態は進展しないが、残りの 10－20％程度は肝炎が発
症し、肝硬変又は肝癌へと進行する非アルコール性脂肪肝炎（non-alcoholic steatohepatitis: 
NASH）となる[2]。NAFLD 患者数は肥満、糖尿病、高血圧、脂質異常を併せ持つメタボリ
ックシンドローム患者数の増加と相関があり、NAFLD 患者の増加が NASH 患者の増加にも
つながっている[3-5]。NAFLD の有病率は欧米諸国で 20－40% [6-9]、アジア諸国で 12－30% 
[8-10]、日本国内においても 9－30%、すなわち約 1000－2000 万人と推定されており、その
うち約 100－200 万人が NASH と推定されている[11、12]。 
NASH の病態形成については未だに不明な点が多いが、最も支持されている病態形成メ
カニズム仮説の 1 つとして 2-hit 仮説が唱えられている[13、14]。2-hit 仮説では、まず肝臓
に脂肪が蓄積して脂肪肝になり（1st-hit）、次いで、活性酸素種（reactive oxygen species: ROS）
や炎症性サイトカイン等により炎症が惹起され（2nd-hit）、肝炎、すなわち NASH に進行す
るとされている[15、16]。さらに肝炎が持続すると、NASH 患者は線維化を発症し、線維化
の進展により肝硬変又は肝癌へと進行する（図１）。NASH 病態における線維化進展メカニ
ズムの主要因として星細胞の活性化があげられており[17]、持続的な炎症により活性化した
星細胞が筋線維芽様細胞に変性し、collagen などの細胞外マトリックスを大量に産生して線
維化を形成、進展させる。このように NASH 病態は脂肪肝から始まり、ROS 産生、炎症、
星細胞活性化、線維化を経て、予後の悪い肝硬変又は肝癌へと進展すると考えられている。 
現在、NASH の確定診断法は肝生検のみである[18、19]。肝生検では NASH と単純脂肪肝
との鑑別だけでなく、脂肪蓄積、炎症状態及び線維化の進行を把握できる。正確な病態診断
のためには肝生検は必須であるが、肝生検は患者負担の大きい侵襲的な手法であり、感染の
リスクも生じる。また、肝生検は肝臓の部分的な評価であるうえ、観察者の主観によるとこ
ろが大きく、病態を見誤る危険性も報告されている[20]。肝臓は「沈黙の臓器」といわれる
ように、異常が起きても自覚症状が認められない場合が多く、NAFLD 患者の 48－100%が
無症状と言われている[21-23] 。このような背景から、肝生検に代わる非侵襲的な診断法の
研究が進められており、magnetic resonance imaging (MRI) 、magnetic resonance spectroscopy 
(MRS)及び超音波検査による脂肪肝の評価や、MR エラストグラフィによる線維化の評価が
すでに活用され始めている[24-27]。しかしながら、これらを用いた脂肪肝の評価では、脂肪
蓄積は検出できても、単純脂肪肝と NASH 又は NASH への進展リスクのある単純脂肪肝と
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を判別することは困難である。また、MR エラストグラフィによる線維化評価は、肝臓の弾
性力を評価しているが、中程度から高度の線維化は検出可能である一方で、軽度の線維化検
出感度は低く、脂肪蓄積が弾性力に影響を与える可能性も指摘されている[28-30]。 
このように NASH の病態形成メカニズムに関する研究や種々の画像診断法の開発、
NASH の炎症病態の進展抑制及び線維化の抑制又は退縮を目的とした治療薬の創製が進め
られているにも関わらず、承認された NASH 治療薬はまだ存在しない。NASH は軽度な炎
症から線維化まで病態スペクトラムが広いため、新薬の治療効果を適切に評価するために
は、NASH 病態の把握、適応する患者群の選抜、病態のモニタリングが重要であり、
NASH の分子病態を検出し得るバイオマーカーの開発が急務である。現在、NASH 病態を
反映する血液中の分子バイオマーカーの研究が数多くなされており、年齢、血小板数、
aspartate transaminase（AST）及び alanine aminotransferase（ALT）を組み合わせて算出した
FIB-4 index や、caspase 3 の主要代謝物である cytokeratin-18、Collagen Ⅲの合成や蓄積に由
来する Pro-C3 などが診断補助に用いられている[31]。これらの分子バイオマーカーは
NASH 患者と非 NASH 患者の選別に有用との報告もあるが、その感度は報告により変動が
ある。また、軽度の炎症又は線維化の予兆等、NASH 病態の各ステージに応じた分子病態
を見極めることができない。 
 
図１．NASH 病態と進展メカニズム 
 
Positron emission tomography（PET）及び single photon emission computed tomography（SPECT）
は陽電子放出核種及びガンマ線放出核種を用いた分子イメージング法であり、非侵襲的に
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生体内情報を得ることが可能である。ターゲット分子に特異的に結合する化合物を陽電子
放出核種である 11C や 18F、又はガンマ線放出核種の 99mTc や 123I 等で標識したプローブを用
いることで、各臓器の分子病態の変化を直接評価できる。本手法は、非臨床及び臨床で同一
の評価を行うことが可能であるため、非臨床研究で得られた結果をヒトに外挿する上で有
用である。 
本研究では NASH 治療薬の創薬への応用を視野に入れ、臨床及び非臨床で使用可能な
SPECT 及び PET を用い、NASH 病態の進展機序に深く関わる分子をターゲットとした非侵
襲的な分子病態評価の可能性について、NASH モデルマウスを用いて検証した。 
第一章では、単純脂肪肝から NASH への進展の要因の一つである ROS 傷害のうち、傷害
を受けやすいミトコンドリア機能に着目した研究成果を記載する。ROS の増加は細胞障害
や炎症を引き起こすだけではなく、肝臓のミトコンドリアタンパク質及びミトコンドリア
DNA を同時に障害し、単純脂肪肝から NASH への病態進展と共にミトコンドリア機能の異
常を生じさせることから[32-35]、ミトコンドリア機能を反映する分子イメージングは、単純
脂肪肝と脂肪肝炎である NASH を鑑別できる可能性があると考えた。そこで、NASH モデ
ルマウスを作製し、ミトコンドリア膜電位に依存した心筋集積を示す Technetium-99m-2-
methoxy-isobutylisonitrile（99mTc-MIBI）[36]を用いて、単純脂肪肝から肝炎への移行期におけ
るミトコンドリア機能低下の検出可能性を検討した。 
第二章では、ミトコドリア電子伝達系機能に着目し、肝臓ミトコンドリア電子伝達系複合
体－1（MC-1）活性評価の可能性について、MC-1 に結合する MC-1）の機能評価を目的に、
MC-1 に 結 合 す る PET プ ロ ー ブ で あ る 2-tert-butyl-4-chloro-5-((4-(2-
[18F]fuluoroethoxy)methyl)benzyl)oxy)-4,5-dihydro-pyridazin-3(2H)one （ 18F-BMS-747158-02: 
18F-BMS）を用いた研究成果を記す。18F-BMS は心筋血流を評価する PET プローブとして開
発され、臨床研究も進められているが、近年では脳の MC-1 活性に関する研究もなされてい
る[37、38]。そこで、18F-BMS を用いた肝臓イメージングが肝臓の MC-1 評価に有用である
かを検証した。次いで、18F-BMS を用いた NASH モデルマウスの肝臓 MC-1 機能変化と
NASH 病態との関係について検討した。 
第三章では、NASH 病態後期に発症する線維化に伴う分子病態マーカーについての研究
成果を記載する。線維化のメカニズムの主要因として星細胞の活性化があげられるが、星細
胞の活性化に伴い発現が上昇する分子として integrin-αvβ3 に着目した[39]。Integrin-αvβ3 は、
いくつかの肝臓線維化モデルにおいて、星細胞の活性化や線維化の進行と共に発現量が増
加することが報告されている[39]。したがって、integrin-αvβ3 の発現量は星細胞活性化の指
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標として活用でき、線維化や線維化の予兆マーカーとなり得ると考えた。Integrin-αvβ3 に対
して高い結合親和性を有するイメージングプローブの 1 つとして 18F-FPP-RGD2があるが、
主に腫瘍のイメージングプローブとして臨床及び非臨床で研究が進められている[40]。本章
では NASH モデルマウスを用いて線維化ステージと星細胞活性化との関係を明らかにし、
18F-FPP-RGD2を用いた PET イメージングが肝線維化病態の評価に活用可能であるかを検証
した。  
これらの成果について以下に詳述する。 
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第一章：99mTc-MIBI を用いたミトコンドリア機能イメージングの NASH 病態評価マーカー
としての有用性検討 
1-1. 背景 
 NASH の病態形成機序として 2-hit 仮説が提唱されている。すなわち肥満やインスリン抵
抗性等により肝臓内に脂肪が蓄積して脂肪肝を発症し（1st-hit）、その後、酸化ストレスや炎
症性サイトカイン等の刺激により（2nd-hit）脂肪性肝炎、すなわち NASH へと進行すると考
えられる[15、16]。2nd-hit の要因の 1 つとして、酸化ストレス物質である活性酸素種（ROS）
の発生が知られている[32-35]。肝細胞の脂肪酸は主にミトコンドリアで β 酸化を受け、
NADH や FADH2などを生成し電子伝達系に使用されるが、同時にスーパーオキシドラジカ
ルが発生し、種々の分子と反応することで ROS が発生する[41]。通常、この時発生する ROS
はスーパーオキシドジスムターゼ及びグルタチオンにより除去されるが、NASH 患者では、
これら ROS を除去する機能が低下しているため、過剰な脂肪酸酸化亢進は ROS の産生を増
大させる[42]。過剰に発生した ROS は脂質と反応することで過酸化脂質を生成し、過酸化
脂質は TNF-α 及び TGF-β 等のサイトカインを誘導することで、炎症を惹起させると考えら
れている[15、43]。実際、NASH 患者では健常者と比べて過酸化脂質の濃度が増加している
が、同時にミトコンドリアの形状に異常が生じ、肝臓中 ATP 含量も低下していることが知
られている[44]。また、methionine choline deficient diet（MCD）の給餌により作製した NASH
モデルラットにおいても、過酸化脂質が増加すると共に、ミトコンドリア機能に障害が起き
ることが報告されている[15、45]。上述のように、ROS や過酸化脂質は炎症を惹起して NASH
へと進展させると共に、ミトコンドリアを同時に傷害することでミトコンドリアの機能異
常を生じさせる。したがって、ミトコンドリア機能を反映するバイオマーカーは、単純脂肪
肝から NASH へと進展する病態早期のバイオマーカーとして有用と考えられる。 
99mTc-MIBI（図 2）は心筋血流診断に用いられている SPECT イメージングプローブで、脂
溶性かつ１価カチオンの電荷を有し、心筋細胞へ血流依存的に集積した後に、膜電位の高い
ミトコンドリアの二重膜に結合する。そのため、正常な心筋では 99mTc-MIBI の 90％程度が
ミトコンドリアに保持されるが、ミトコンドリアが傷害を受けて膜電位の低下した心筋で
は 99mTc-MIBIの心筋からの洗い出し速度が大きく亢進する [46-48]。Masudaらは 99mTc-MIBI
を用いた肝臓SPECTイメージングによりヒトNASH病態の評価を実施した[49]。その結果、
単純脂肪肝から NASH へと病態が進展するにつれ、99mTc-MIBI 集積の肝臓/心臓比が低下す
ることを明らかにした。この報告は、99mTc-MIBI を用いた肝臓ミトコンドリア機能 SPECT
イメージングが、NASH の病態の鑑別に有用である可能性を示唆する。 
本研究では、NASH モデルマウスを用いて 99mTc-MIBI の肝集積と肝臓病態及びミトコンド
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リア機能の指標である ATP 含量の関係を経時的に検討し、臨床研究を検証した。本章では、
先ず初めに、NASH モデルマウスとして MCD 給餌マウスを作製し、MCD 給餌期間に伴う
経時的な病理組織化学的な評価を行い、MCD 給餌期間と病態進展の関係を検証した。次い
で、単純脂肪肝から NASH への進展過程にある給餌期間において、99mTc-MIBI イメージン
グと肝臓 ATP 含量の測定を実施し、99mTc-MIBI の NASH 病態評価における有用性を検証し
た。 
 
 
図 2．99mTc-MIBI の構造 
 
1-2. 方法 
試薬は特記しない限り市販の一級試薬又は特級試薬を用いた。 
 
NASH モデルマウスの作製 
 実験動物は C57BL/6J 雄性マウスを日本クレア社（Shizuoka, Japan）より購入した。
Methionine choline deficient diet (MCD)は Dyet 社（Bethlehem, PA, USA）より購入した。動物
は恒温、恒湿条件下で、12 時間明暗サイクル（8:00-20:00 点灯）に調節された動物施設（千
葉大学、大阪大学、塩野義製薬）において飼育した。飼育時、餌及び水は自由摂取させた。
8 週齢の C57BL/6J マウスに対し MCD を 2、4、6、又は 8 週間給餌することで、NASH モ
デルマウスを作製した。対照群（control 群）として、通常食（CE-2, 日本クレア, Shizuoka, 
Japan）給餌により飼育した 8 週齢の C57BL/6J マウスを使用した。すべての動物実験は、千
葉大学の動物実験委員会、大阪大学の動物実験委員会及び塩野義製薬株式会社動物実験適
正運用委員会の承認を得て実施した。 
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MCD 給餌マウスの給餌期間による経時的な病態評価 
 肝臓組織学的評価は、control 群、MCD 給餌 2 週間群、4 週間群、6 週間群及び 8 週間群
（以下、MCD 2w 群、MCD 4w 群、MCD 6w 群及び MCD 8w 群）のマウス肝臓にて実施し
た。各群 6-8 匹をイソフルラン麻酔下で屠殺し、肝臓を摘出した。ホルマリン固定した肝臓
の右葉を 4 μm の切片とし、hematoxylin and eosin（以下、H&E）、又は sirius red により染色
した後、脂肪蓄積（スコア：0－4）炎症（スコア：0－3）、風船様細胞（スコア：0－2）及
び肝臓線維化（スコア：0－4）を評価した。また、脂肪蓄積、炎症及び風船様細胞のスコア
の合計値を NAFLD activity score（以下、 NAS と表記）として算出した。 
 
MCD 給餌マウスの肝臓中 ATP 含量測定 
 肝臓中ミトコンドリア機能の指標に肝臓中 ATP 含量について、Dai らの報告した高速液
体クロマトグラフィー（以下、HPLC と表記）法により測定した[50]。Control 群、MCD 2w
群及び MCD 4w 群の各群 5 匹をイソフルラン麻酔下で屠殺し、肝臓を摘出した。摘出した
肝臓は速やかに液体窒素で凍結後、ホモジネート作製まで−80°C で保管した。組織ホモジナ
イザーを用いて 0.3 M HClO4及び 1 mM EDTA-Na を含む緩衝液により、肝臓ホモジネート
を作製した。ホモジネートを 14,000 rpm で 2 分間の遠心後、上清 20 μL を HPLC で分析し
た。 HPLC による分析では、島津製作所の紫外可視検出器 SPD-10A 及びクロマトパック C-
R8A を装着した液体クロマトグラフ LC-10AT を使用した。分析用カラムには chemcosorb5-
I-C18（4.6 mm × 300 mm, Chemcosorb Sientific 社, Osaka, Japan）を用い、流速 1ml/min、移動
相には 1 N 塩酸により pH=4.1 に調整した 0.2 M NH4H2PO4 で分析した。試料注入後、254 
nm における吸収を測定し、内部標準法により ATP を定量した。 
 
99mTc-MIBI の調製 
 ウルトラテクネカウ、cardiolite kit は富士フィルム RI ファーマ（Tokyo, Japan）より購入
した。99mTc-MIBI はウルトラテクネカウより溶出した過テクネチウム酸ナトリウム溶液（1
－3 mL）を cardiolite kit に加えることで調製し、使用した。 
 
99mTc-MIBI の組織集積評価 
 99mTc-MIBI の組織分布を解剖法により評価した。体内分布評価は各群 5 匹として、control
群、MCD 2w 群及び MCD 4w 群に対して実施した。5 MBq の 99mTc-MIBI を無麻酔下でマウ
スの尾静脈より投与し、投与 5 分及び 40 分後にイソフルラン麻酔下で腹部大静脈より採血
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し、その直後に断頭により屠殺した。血液は 4 ℃、14,000 rpm の条件で 1 分間遠心するこ
とで血漿を得た。マウスから肝臓及び心臓を摘出し、重量を測定後にオートウェル γ カウン
ター（2480 WIZARD2, PerkinElmer 社, MA, USA）により肝臓及び心臓中放射能及び血漿中
放射能を測定した。肝臓及び血漿中放射能濃度は、投与量に対する単位重量当たりの放射能
濃度（%ID/g）又は（式１）によって standardized uptake value (SUV)を算出した。 
 
式１. 
SUV = 
組織中放射能濃度(MBq/g)×体重(g)
投与放射能（MBq)
 
 
SPECT/CT 撮像 
 SPECT イメージング及び X-ray CT イメージングは小動物用 SPECT/CT system（FX3200, 
Trifoil imaging 社 CA, USA）に five-pinhole (1mm) collimator を装着して行った。マウスの麻
酔は 3%イソフルランで導入後、1.5%で維持した。イソフルラン麻酔下にて、マウスの尾静
脈に 99mTc-MIBI 投与のためのカニュレーションを施した。SPECT 撮像は 1 群を 6－7 匹と
して、control 群、MCD 2w 群及び MCD 4w 群に対してイソフルラン麻酔下にて実施した。
99mTc-MIBI（30－60 MBq）投与と同時に撮像を開始し、15 分間と、30 分間の撮像セッショ
ン：0－15 分（20 × 0.75 分）、10－40 分（6 × 5 分）を連続して行った。収集ステップ角度 3°
の条件で撮像し、得られたプロジェクションデータを subset 2、 iterations 5 の条件で、3 次
元 ordered subset expectation maximization（以下、3D-OSEM）により再構成した。また、MCD 
2w 群及び MCD 4w 群の病態を評価するために、SPECT 撮像終了後、イソフルラン麻酔下で
マウスを屠殺し、血漿及び肝臓を採取し、血漿は−80 °C で保存し、肝臓は 10%ホルマリン
により固定した。 
 
SPECT 画像解析 
 SPECT 画像の解析は AMIDE 0.9.2 ソフトウェア（SourceForgeg, San Fransisco, CA, USA）
を用いて行った。CT 及び SPECT 画像を参考に、肝臓上に 3 次元の楕円型の関心領域（region 
of interest：以下、ROI と表記）を設定し、肝臓中の時間－放射能濃度曲線（time activity curve: 
以下、TAC と表記）を算出した。TAC は各個体の肝臓中放射能濃度の最大値で標準化し、
WinNonlin（Certara, Princeton, NJ, USA）により消失半減期（以下、T1/2と表記）及びピーク
時間（以下、Tmaxと表記）を算出した。動態解析モデルは、99mTc-MIBI の肝臓中放射能の動
11 
 
態解析の報告がある 1-compartment model を使用した[51]。 
 
血漿中生化学評価及び肝臓組織評価 
 SPECT 撮像後に採取した血漿を用いて、alanine aminotransferase（以下、ALT と表記）、
aspartate aminotransferase （以下、AST と表記）、triglyceride （以下、TG と表記）、total cholesterol
（以下、TC と表記）の濃度を 7180 Clinical Analyzer （Hitachi, Ltd., Tokyo）により測定した。
肝臓組織学的評価は、ホルマリン固定した肝臓の右葉を 4 μm の切片とし、H&E により染色
した後、脂肪蓄積（スコア：0－4）、炎症（スコア：0－3）及び風船様細胞（スコア：0－2）
を評価した。また、これらのスコアの合計値を NAS として算出した。 
 
統計処理 
各群の有意差検定は Dunnett’s の多重比較検定を用いて行った。 
 
1-3. 結果 
MCD 給餌モデルの病態経時変化 
 Control マウス及び MCD を 2、4、6 及び 8 週間給餌したマウス（以下、MCD 2w、4w、6w
及び 8w と表記）の肝臓病理像（H&E 染色、Sirius red 染色）及び病態スコアを図 3 及び表
1 に示す。給餌期間に伴い脂肪蓄積及び炎症スコアは増加し、ヒトの NASH 病態と類似した
病理像を示した（脂肪蓄積スコア：control、MCD 2w、4w、6w、8w でそれぞれ 0.00 ± 0.00、
2.31 ± 0.7、3.00 ± 0.63、3.31 ± 0.48、3.83 ± 0.41、炎症スコア：MCD 2w、4w、6w、8w でそ
れぞれ 0.00 ± 0.00、1.06 ± 0.44、1.69 ± 0.48、2.50 ± 0.52、2.50 ± 0.55）。一方で、給餌期間に
伴い体重の減少が認められた（control、MCD 2w、4w、6w、8w でそれぞれ 22.1±0.4 g、17.6±0.33 
g、15.6±0.47 g、14.3±0.48 g、13.8±0.76 g）。また、MCD 8w 時点において、脂肪蓄積及び炎
症ともに重度な症状を示したが、線維化の進展は軽度であった。MCD 2w 又は 4w の時点で
線維化を示すことなく炎症の惹起が始まっていることから、この期間は単純脂肪肝から
NASH への進展過程である早期病態と考え、以降の実験では MCD 2w 及び 4w のモデルを
使用した。 
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図 3．Control マウス及び MCD 給餌マウスの肝臓 H&E 染色（上段）及び sirius red 染色（下
段）画像 
 
表 1．Control マウス及び MCD 給餌マウスの体重及び病態スコア 
  Control MCD 2w MCD 4w MCD 6w MCD 8w 
Body weight 
(g) 
22.1 ± 0.40 17.6 ± 0.33 15.6 ± 0.47 14.3 ± 0.48  13.8 ± 0.76 
Steatosis 0.00 ± 0.00 2.31 ± 0.70 3.00 ± 0.63 3.31 ± 0.48 3.83 ± 0.41 
Inflammation 0.00 ± 0.00 1.06 ± 0.44 1.69 ± 0.48 2.50 ± 0.52 2.50 ± 0.55 
NAS 0.00 ± 0.00 3.38 ± 0.89 4.69 ± 0.70 5.81 ± 0.54 6.33 ± 0.82 
Fibrosis 0.00 ± 0.00 0.00 ± 0.00 0.00 ± 0.00 0.75 ± 0.46 1.67 ± 0.52 
病理組織学的評価は以下の範囲でスコアを付した。脂肪蓄積（スコア：0－4）炎症（スコア：
0－3）及び風船用細胞（スコア：0－2）、これらのスコアの合計値 NAFLD activity score（NAS）：
（0－9）、線維化スコア：0－4。(Normal, 0; Minimal, 1; Mild, 2; Moderate, 3; Marked, 4)。結果
は全て、平均値±標準誤差で表示（n=6－8）。 
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MCD 給餌マウスの肝臓中 ATP 含量測定 
表 2 に HPLC 法により測定した肝臓中 ATP 含量の結果を示す。Control 群、MCD 2w 群及
び MCD 4w 群で、それぞれ 3.04 ± 0.15 μmol/g tissue、2.57 ± 0.03 μmol/g tissue 及び 2.47 ± 0.02 
μmol/g tissue と、MCD の給餌 2 週間より control 群に比べて肝臓中の ATP 含量の有意な低下
が認められた。また、僅かであるが MCD 2w 群と MCD4w 群の間にも有意な差が認められ、
給仕期間に伴う ATP 含量の低下が認められた。 
表 2、Control マウス及び MCD 給餌マウスにおける肝臓中 ATP 含量 
ATP content Control MCD 2w MCD 4w 
μmol/g tissue 3.04 ± 0.15 2.57 ± 0.03* 2.47 ± 0.02**# 
結果は全て、平均値±標準誤差で表示（n=5）。*、**は control との有意差（p < 0.05、p<0.01）、
#は MCD 2w との有意差（p < 0.05）を示す（Dunnett’s の多重比較にて検定）。 
 
99mTc-MIBI の肝臓集積評価 
表 3 に 99mTc-MIBI 投与後の control 群、MCD 2w 群及び MCD 4w 群のマウス肝臓中放射能
集積の結果を示す。肝臓の投与放射能に対する単位重量当たりの放射能集積量（%ID/g）は
投与後 5 分では control 群、MCD 2w 群及び MCD 4w 群でそれぞれ 8.28 ±1.72%ID/g、6.32 ± 
1.97%ID/g、8.06 ± 1.20 %ID/g と MCD 2w 群で control 群と比較して有意な減少を示した。投
与後 40 分では control 群、MCD 2w 群及び MCD 4w 群でそれぞれ 6.53 ± 1.59 %ID/g、 4.26 
± 1.72 %ID/g 及び 5.42 ± 0.80 %ID/g となり、MCD 2w、4w 群ともに給餌により減少傾向を
示したが、control 群と比較して有意な差は認められなかった。一方で、各マウスの体重で補
正した SUV 値は投与後 5 分では control 群、MCD 2w 群及び MCD 4w 群でそれぞれ 1.44 ± 
0.64、1.28 ± 034 及び 1.83 ±0.27 と MCD 4w 群のみ有意な高値を示し、投与 40 分後では 1.32 
± 0.34、0.86 ± 0.34 及び 1.12 ± 0.17 と control 群と比較して MCD 給餌マウスにおいて有意に
低下した。また MCD 2w 群と MCD 4 群の比較では MCD 4w 群で増加傾向を示した。また
血漿中濃度は、投与後 5 分では 2.22 ± 0.32 %ID/g、2.91 ± 0.54 %ID/g 及び 3.51 ± 0.41 と control
群、MCD 2w 群と比較して MCD 4w 群で高値を示し、投与後 40 分では 0.19 ± 0.02 %ID/g、
0.27 ± 0.04 %ID/g 及び 0.35 ± 0.09 %ID/g と control 群と比較して MCD 給餌群で有意な高値を
示した。肝臓/血液中放射能比は投与後 40 分で control 群、MCD 2w 群及び MCD 4w 群でそ
れぞれ 34.0 ± 10.5、13.9 ± 4.50 及び 15.3 ± 2.58 となり、control 群と比較して MCD 給餌マウ
スにおいて有意に低下した。 
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表 3．Control マウス及び MCD 給餌マウスの体重及び 99mTc-MIBI の集積 
 5 min Control MCD 2w MCD 4w 
Body weight(g) 21.56 ± 0.53 16.72 ± 0.33* 14.66 ± 0.68*# 
Liver (%ID/g) 7.13 ± 1.72 6.32 ± 1.97* 8.56 ± 1.20# 
Heart (%ID/g) 10.01 ± 4.94 11.7 ± 4.11 7.39 ± 3.13 
Plasma (%ID/g) 2.22 ± 0.32  2.91 ± 0.54 3.51 ± 0.41*# 
Liver (SUV) 1.44 ± 0.64 1.28 ± 0.34 1.83 ± 0.27# 
Liver/Plasma 3.21 ± 1.51 2.14 ± 0.24* 2.50 ± 0.46 
 
 40 min Control MCD 2w MCD 4w 
Body weight(g) 21.44 ± 0.42 16.56 ± 0.25* 15.16 ± 0.48* 
Liver (%ID/g) 6.53 ± 1.59 4.26 ± 1.72 5.42 ± 0.80 
Heart (%ID/g) 19.14 ± 4.18 16.40 ± 4.30 15.73 ± 4.12 
Plasma (%ID/g) 0.19 ± 0.02  0.27 ± 0.04* 0.35 ± 0.09* 
Liver (SUV) 1.32 ± 0.34 0.86 ± 0.34* 1.12 ± 0.17* 
Liver/Plasma 34.0 ± 10.50 13.9 ± 4.50* 15.3 ± 2.58* 
99mTc-MIBI 投与 5 分後（上段）及び 40 分後（下段）の組織中放射能濃度。結果は全て、平
均値 ± 準誤差で表示（n=5）。*は control マウスとの有意差（p < 0.05）#は MCD 2w マウス
との有意差（p < 0.05）を示す（Dunnett’s の多重比較にて検定）。 
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99mTC-MIBI を用いた SPECT 撮像 
Control 群及び MCD 4w 群のマウス肝臓における 99mTc-MIBI の SPECT 画像の代表例を図
4 に示す。また、control 群、MCD 2w 群及び MCD 4w 群のマウス肝臓における 99mTc-MIBI
の TAC を図 5 に示す。肝臓中放射能の最大値を 100%として計算した relative radioactivity
は control 群と比べ、MCD 給餌群で速やかに減少した。  
 
図 4．Control マウス（A）MCD 2w（B）及び MCD 4w マウス（C）の 99mTc-MIBI 投与後の
各時点の SPECT 画像。 
 
 
図 5．99mTc-MIBI 投与後の肝臓の TAC。 ○: Control. ■: MCD 2w. ▲: MCD 4w (n= 6)。結果
は全て、各時点における平均値を示す。 
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99ｍTc-MIBI のピーク時間、及び消失半減期 
Control 群、MCD 給餌 2 週及び 4 週群の SPECT 撮像データから得た肝臓の TAC を用いて
各個体のピーク時間（Tmax）及び消失半減期（T1/2）を算出した結果を表 4 に示す。Tmax は
control 群、MCD 2w 群及び MCD 4w 群でそれぞれ 3.59 ±0.86 分、2.71 ±0.68 分及び 2.63 ±0.42
分であり、MCD 4w 群では control 群と比較して有意に低下した。また、T1/2は control 群、
MCD 2w 群、及び MCD 4w 群でそれぞれ 57.6 ±18.9 分、37.6 ±14.2 分及び 19.8 ±5.02 分を示
し、MCD 2w 群、及び MCD 4w 群ともに control 群と比較して有意な低下を示した。 
 
表 4．Control マウス及び MCD 給餌マウスの 99mTc-MIBI の Tmax及び T1/2。 
Parameter Control MCD 2w  MCD 4w 
Tmax (min) 3.59 ± 0.86 2.71 ± 0.68 2.63 ± 0.42* 
T1/2 (min) 57.6 ± 18.9 37.6 ± 14.2* 19.8 ± 5.02* 
結果は全て、平均値 ± 標準誤差で表示（n=6）。*は control マウスとの有意差（p < 0.05）を
示す（Dunnett’s の多重比較にて検定）。 
 
MCD 給餌マウスの血液生化学的パラメーター及び肝臓病態 
 表 5 に SPECT 撮像終了後のマウス血漿中生化学的パラメーターの分析結果を示す。
Control 群と比べ、MCD 2w 群及び MCD 4w 群では、AST 及び ALT の有意な上昇が認めら
れた。一方で、TC、TG、は control 群と比較して、有意に低下した。 
表 5．Control マウス及び MCD 給餌マウスの血漿中生化学的パラメーター 
Plasma parameter Control MCD 2w MCD 4w 
AST (IU/L) 63.8 ± 21.3 312 ± 84.5** 324 ± 65.8** 
ALT (IU/L) 26.7 ± 8.02 191 ± 41.7** 239 ± 31.4** 
TC (mg/dL) 90.9 ± 2.55 57.7 ± 1.67** 32.9 ± 2.84** 
TG (mg/dL) 110 ± 18.4 9.80 ± 1.77** 14.7 ± 1.81** 
TC, total cholesterol; TG, triglyceride; AST, aspartate transaminase; ALT, alanine aminotransferase;
結果は全て、平均値 ± 標準誤差で表示（n=6）。**は Control マウスとの有意差（p < 0.01）
を示す（Dunnett’s の多重比較にて検定）。 
 
SPECT 撮像終了後に採取したマウスの肝臓について、H&E 染色を行い、NASH 病態に関
連する脂肪蓄積、炎症及び風船様細胞を評価した結果を図 6 に示す。Control 群では顕著な
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所見は認められなかったが、MCD 2w 群より脂肪蓄積及び炎症性細胞の浸潤による炎症が
認められ、いずれの病態も MCD 給餌期間に伴い病態は進展した。一方で、いずれの群にお
いても風船様細胞は認められなかった。各病理スコアの合計を NAS として算出すると、
control 群、MCD 2w 群及び MCD 4w 群において、それぞれ 0.13 ± 0.38、2.86 ± 0.69 及び 4.86 
± 0.69 であり、給餌期間に伴う増加が認められた。 
 
図 6．Control マウス及び MCD 給餌 2 週、又は 4 週マウスの SPECT 撮像終了後の肝臓の染
色画像と病理組織学的評価。(A) H&E 染色画像、(B)炎症病態のスコア、(C)脂肪蓄積のスコ
ア、(D)NAFLD activity スコア。結果は全て、平均値 ± 標準誤差で表示（n=6）。**は control
マウスとの有意差（p < 0.01）を示す（Dunnett’s の多重比較にて検定）。 
 
99ｍTc-MIBI の T1/2と病態スコアの相関関係 
T1/2と脂肪肝、炎症の病態スコア及び 2 つの合計値で示される NAS との相関関係につい
て図 7 に示す。T1/2と炎症スコアは負の相関傾向を示し、脂肪肝及び NAS とはそれぞれ有
意な負の相関関係が認められた（r = -0.75; p < 0.05、r = -0.74; p < 0.05）。 
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図 7．99mTc-MIBI の T1/2と(A)脂肪肝、 (B)炎症及び (C) NAFLD activity score との相関関係。
相関係数は pearson product moment correlation により算出。 
 
1-4. 考察 
 本章では、MCD 給餌マウスが NASH 病態を示し、その病態が給餌期間とともに進展する
ことを確認した。さらに、炎症が惹起された NASH 病態早期を反映する MCD 2w のマウス
において肝臓中 ATP が減少していることから、ミトコンドリア機能に異常が起きている可
能性を認めた。また、control マウス、MCD 2w 及び 4w のマウスの 99mTc-MIBI イメージン
グにより肝臓における 99mTc-MIBI 投与後の放射能濃度の T1/2 が MCD 給餌期間と共に減少
し、脂肪肝スコア及び NAS と有意に相関し、炎症スコアとも相関傾向を示したことから、
99mTc-MIBI イメージングは肝臓ミトコンドリアの機能異常を検出し、さらに NASH 病態進
展を評価できることを認めた。 
 NASH 病態の評価法として、脂肪蓄積（スコア：0－4）、炎症（スコア：0－3）及び風船
様細胞（スコア：0－2）の病理スコアの合計値を NAS として評価する方法が用いられてい
る[52]。本手法ではスコア 3－4 が単純脂肪肝と NASH の境界（borderline NASH）、スコア 5
以上が NASH として定義される。本検討において、NASH 病態モデル作製に使用した MCD
は、肝臓脂質代謝に必要なコリン及び酸化ストレス応答に必要なメチオニンを含まないた
め、マウスに給餌することで肝臓への脂質蓄積及び酸化ストレスによる炎症を誘発し、
NASH 様病態を惹起する。MCD の給餌期間と病態の関係を評価したところ、表 1 に示すよ
うに MCD 給餌 2 週より脂肪の蓄積及び軽度の炎症が認められ、給餌期間の延長とともに病
態が進行することが示された。一方で、MCD 2w 群及び MCD 4w 群ともに肝線維化は認め
られなかった。また、病態評価から、MCD 2w 群（NAS：3.38±0.89）及び MCD 4w 群（NAS：
4.69±0.7）では borderline NASH であると考えられるため、単純脂肪肝から NASH への進展
において、炎症が惹起されている早期の分子病態であると考えられる。これまでの研究で、
ラットに MCD を給餌した際に電子伝達系タンパク質の機能異常や肝臓 ATP 含量の低下と
19 
 
いった肝臓ミトコンドリア機能異常が報告されているが[45]、今回作製した MCD 給餌マウ
スにおいても、MCD 2w の時点から肝臓中の ATP 含量の有意な低下が認められており、MCD 
2w の時点から肝臓ミトコンドリア機能に異常が起きていることを示唆する（表 2）。 
次に control 群、MCD 2w 群及び MCD 4w 群における 99mTc-MIBI 投与後 5 分及び 40 分時
点での組織放射能濃度（%ID/g）を測定した結果、control 群、MCD 2w 群及び MCD 4w 群で
肝臓の%ID/g は低下傾向を示し、血漿の%ID/g が増加傾向を示した。放射能集積量を個体の
体重で補正した SUV 及び肝臓/血漿比は、control 群と比較して MCD 給餌群では有意に低値
を示し、99mTc-MIBI の肝臓集積量が低下していることが明らかとなった（表 3）。MCD 2w 群
と MCD 4w 群の比較では、5 分後、及び 40 分後ともに MCD 2w 群の肝臓中放射能濃度、
SUV 及び肝臓/血漿比は低値を示した。この結果は病態の進展や ATP 含量の低下と反するも
のである。一方で、5 分値の血漿中濃度では MCD 4w 群が有意に高く、また 5 分から 40 分
にかけての肝臓 SUV 減少率は、MCD 2w 群の 32%に対し、MCD 4w 群で 38%と高値を示し
た。また、MCD 4w 群では投与 5 分で MCD 2w 群よりも 99mTc-MIBI の肝臓分布が増加して
いるが、心筋への集積が低下傾向を示しており、病態に伴い 99nTc-MIBI の膜電位依存的な取
り込みが減少し、排泄臓器である肝臓への集積が増加したと考えられる。その後、肝臓での
膜電位依存的な取り込み低下の影響により、速やかに消失したことを示す。この結果は、
99mTc-MIBI による NASH モデルマウス評価では消失速度の動態解析が重要であることを示
唆する。  
SPECT イメージングは組織中のプローブの動態を評価できるため、組織へのプローブ集
積量だけではなく、プローブの組織動態評価が可能である。本研究において、個体ごとの定
量値は個体差が大きく検証が困難であったため、TAC は各個体の最大値を 100%として示し
た。図 5 及び図 6 に示すように、control 群、MCD 2w 群及び MCD 4w 群における 99mTc-MIBI
イメージングでは、MCD 給餌期間と共に肝臓からの消失速度が増加し、T1/2 は control 群、
MCD 2w 群及び MCD 4w 群でそれぞれ 57.6 ±18.9 分、37.6 ±14.2 分及び 19.8 ±5.02 分であっ
た。本結果は、解剖法による 99mTc-MIBI の肝集積評価から得られた排泄速度増加と一致す
る。99mTc-MIBI は組織へ受動拡散した後に、P-gp により排泄されるが[53]、MCD 給餌マウ
スでは肝臓の P-gp の発現に変化が起きていない[54]。したがって、今回認められた 99mTc-
MIBI の消失速度の増加はミトコンドリアへの膜電位依存的な取り込みの低下を反映してい
ると考えられる。また、99mTc-MIBI の T1/2は NAS と有意な負の相関を示し（図 8）、Masuda
らの臨床研究を支持する結果をとなり[49]、99mTc-MIBI を用いた肝臓 SPECT イメージング
は NASH におけるミトコンドリア機能異常を非侵襲的に検出できる可能性を認めた。肝機
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能異常の分子マーカーとして用いられる AST や ALT は control 群と比較して MCD 2w 群及
び MCD 4w 群で有意に増加したが 2 群間では有意な差は認められず、血液中の分子マーカ
ーだけでは NASH 病態を鋭敏に検出することが困難であることを示す。したがって、ミト
コンドリア機能変化を捉える 99mTc-MIBI は、単純脂肪肝と NASH とを鑑別可能であり、治
療薬の開発においては薬効モニタリングや患者選抜に活用できることが期待される。 
 
 
1-5. 小括 
本章では MCD 給餌マウスが MCD 2w から脂肪蓄積、軽度の炎症を示し、脂肪肝から
NASH へと病態が進行している病態早期の状態であることを確認した。また、MCD 2w 週及
び 4w で肝臓 ATP 含量は低下しており、ミトコンドリア機能の低下を認めた。99mTc-MIBI に
よる SPECT イメージングでは、MCD 給餌期間に伴い 99mTc-MIBI の肝臓における T1/2の短
縮を認め、MCDマウスでは肝臓のミトコンドリア膜電位が低下している可能性が示された。
以上の結果は、臨床での NASH 患者評価における 99mTc-MIBI の集積低下がミトコンドリア
機能異常を反映することを支持する。さらに、99mTc-MIBI の T1/2 は NASH と有意に相関し
たことから、99mTc-MIBI を用いた SPECT イメージングは単純脂肪肝と NASH 病態の鑑別だ
けでなく、病態進展評価にも応用できると期待される。 
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第二章：18F-BMS-747158-02 を用いた肝臓ミトコンドリア電子伝達系複合体－1 イメージン
グの NASH 病態評価マーカーとしての有用性検討 
 
第一節：MCD 給餌マウスの早期病態におけるミトコンドリア電子伝達系複合体－1 活性の
変化と 18F-BMS イメージングによる評価 
2-1-1. 背景 
第一章では単純脂肪肝からNASHへの進展に重要な分子の一つであるROSによる傷害を
受けやすいミトコンドリアに着目し、膜電位の高いミトコンドリアへ結合する 99mTc-MIBI
を用いた SPECT イメージングが、ミトコンドリア機能変化を指標することで NASH の初期
病態を非侵襲的に検出できる可能性を示した。また、肝臓中の ATP 含量が低下しているこ
とから、NASH モデルマウスの肝臓ではミトコンドリアのエネルギー産生機能に早期から
異常が起きている可能性を認めた。ミトコンドリアのエネルギー産生に関与する分子とし
て、ミトコンドリア電子伝達複合体があげられるが、ラットの MCD 給餌モデル及び NASH
患者のミトコンドリア機能異常としては、ATP の減少だけではなくミトコンドリア電子伝
達系複合体－1（MC-1）機能低下が示されている[45、55]。そこでミトコンドリアの MC-1
活性を指標とした NASH 病態進展の評価について検討を進めた。  
18F-BMS（図 8）は心筋血流イメージング用 PET プローブとして開発され、すでに臨床で
も使用されているが、近年の研究から、本プローブは MC-1 活性を反映した心筋集積を示す
と推測されている [56、57]。さらに、脳切片を用いた in vitro binding 実験や、阻害剤による
競合実験により、18F-BMS の脳 MC-1 への特異的な結合が示されている[58]。しかしながら、
18F-BMS の集積と MC-1 活性との関係についての詳細な研究は行われていない。 
本章では 18F-BMS を用いた PET イメージングによる NASH モデルマウスの肝臓 MC-1 活
性評価に対する有用性を検証した。第一節では、MCD 給餌により作製した NASH モデルマ
ウスの MC-1 活性と、病態進展の関係及び 18F-BMS イメージングによるプローブの肝集積
値と MC-1 活性の関係を検討した。 
 
図 8． 18F-BMS-747158-02 の構造 
22 
 
2-1-2. 方法 
NASH モデルマウスの作製 
実験動物は C57BL/6J 雄性マウスを日本クレア社（Shizuoka）より購入した。MCD は Dyet
社（Bethlehem, PA）より購入した。実験動物は恒温、恒湿条件下で、12 時間明暗サイクル
（8:00-20:00 点灯）に調節された動物施設（大阪大学）において飼育した。飼育時、餌及び
水は自由摂取させた。すべての動物実験は、大阪大学の動物実験委員会の承認を得て実施し
た。8 週齢の C57BL/6J に対し、MCD を 1 又は 2 週間給餌することで、NASH モデルマウ
スを作製した。対照群として、通常食（CE-2, 日本クレア）給餌により飼育したマウスを使
用した。 
 
18F-BMS-747158-02 の合成 
 図 9 に 18F-BMS の合成経路を示す。標識合成に用いた 2-((4-(((1-tert-butyl)-5- chloro-6-oxo-
1,6-dihydropyridazin-4-yl)oxy)methoxy)benzyl)oxy)ethyl 4-methylbenzensulfonate（トシレート前
駆体）は塩野義製薬株式会社で合成した。18F-BMS の合成は、Mou らの方法を参考に実施し
た[59]。Kryptofix 222 を含む 22-30 GBq の 18F[F-]溶液を窒素下で濃縮後、無水アセトニトリ
ルに溶解した約5.0 mgのトシレート前駆体を混合した。110°Cで20分間インキュベート後、
室温まで冷却した。反応溶液を逆相 HPLC（移動相：30 mM 酢酸アンモニウム：アセトニ
トリル＝3：2、カラム：COSMOSIL 5C18 MS‐Ⅱ 10 x 250 mm，Nacalai Tesque、Kyoto、Japan、
流速：5.0 mL/min）により精製することで、放射化学的純度 98.7 ± 1.2%、比放射能 162.9 ± 
57.8 GBq/μmol で 18F-BMS-747158-02 を得た。 
 
図 9．18F-BMS-747158-02 の合成経路 
 
PET/CT 撮像 
 PET イメージング及び X-ray CT イメージングは、小動物用 PET/CT system（FX3000, Trifoil 
imaging 社, CA）により行った。健常マウス群（以下、control 群と表記)、MCD 給餌 1 週間
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群（以下、MCD 1w と表記）、MCD 給餌 2 週間群（以下、MCD 2w と表記）及び MC-1 の阻
害剤である rotenone（SIGMA-ALDRICH, Tokyo）投与群の 4 群の群構成で、各群 6－7 匹の
マウスを使用した。マウスの麻酔は 3%イソフルランで導入後、1.5%で維持し、マウスの尾
静脈にカニュレーションを施した。Rotenone 投与群は PET 撮像開始の 20 分前に、1 mg/kg
の用量で腹腔内投与した。18F-BMS（10－20 MBq）の infusion 開始と同時に PET 撮像を開始
し、60 分間の撮像を実施した。PET 撮像終了後、吸収補正、形態情報取得のために CT 撮像
を実施した。得られた PET 画像は、CT 画像をもとに 3D-MLEM により 10 秒 × 6 フレーム、
1 分 × 4 フレーム及び 5 分 × 11 フレームの再構成を行った。 
Control 群、MCD 1w 群、MCD 2w 群については、PET/CT 撮像終了後、イソフルラン麻酔
下でマウスを屠殺、肝臓を採取し、－80℃にて保管した。 
 
血漿中生化学評価及び肝臓組織評価 
 Control 群、MCD 1w 群及び MCD 2w 群の血漿を用いて alanine aminotransferase（以下、
ALT）、aspartate aminotransferase （以下、AST）、triglyceride （以下、TG）、total cholesterol（以
下、TC）及び high-density lipoprotein cholesterol（以下、HDLC）の濃度を 7180 Clinical Analyzer 
(Hitachi Ltd., Tokyo)により測定した。また、control 群、MCD 1w 群及び MCD 2w 群の肝臓を
採取し、ホルマリン固定した肝臓の右葉を 4μm の切片とし、H&E 染色後、脂肪蓄積（スコ
ア：0－4）炎症（スコア：0－3）及び風船用細胞（スコア：0－2）を評価した。 
 
血漿及び肝臓中の代謝分析 
Control マウスの尾静脈より 18F-BMS（5 MBq/200uL）を投与し、投与後 1、5、15、30 及
び 60 分の時点でイソフルラン麻酔下にて静脈血の採血を行い、屠殺後に肝臓を採取した。
血液を 14,000 rpm で 1 分間遠心後に血漿を採取した。血漿 10 μL に対して 20 μL のメタノ
ールを加えた後に攪拌し、遠心後の上清を順相 TLC（展開溶媒：酢酸エチル）により分析し
た。肝臓右葉を採取し、重量を測定後、氷冷下で 6 倍量のエタノールを加え、ハンドホモジ
ナイザーによりホモジネートを作製した。得られたホモジネートを 14,000 rpm で 5 分間遠
心後、上清を上記の TLC により分析した。また、MCD 2w 群のマウスについて、18F-BMS
（5 MBq/200 μL）を投与後、5、30 及び 60 分の時点でイソフルラン麻酔下にて静脈血の採
血を行い、屠殺後に肝臓を採取し、control 群と同様の実験を実施した。動物は各時点 3 匹を
用いて実施した。 
 
 
24 
 
PET 画像解析 
 PET 画像の解析は AMIDE 0.9.2 ソフトウェア（SourceForgeg, San Fransisco, CA）及び Pmod 
ver3.6（PMOD Technologies Ltd., Zürich, Switzerland)を用いて行った。CT 及び PET 画像を参
考に、大動脈を除く肝臓上及び腹部大動脈上に 3 次元の楕円型 ROI を設定し、 肝臓中の
TAC を算出した。各関心領域内の放射能は、投与時間からの減衰補正を行い SUV で表記し
た。 
 
肝臓中 MC－1 の活性評価 
 肝臓中 MC‐1 の活性評価は肝臓のホモジネートを作製し、Complex 1 Enzyme Activity 
Dipstick Assay Kit（#MS130：MitoScience, OR, USA）を使用して測定した。肝臓中タンパク
質量の測定は Protein Assay Kit（Bio-Rad, Hercules, CA, USA）を用いて測定した。 
 
統計処理 
各群の有意差検定は Dunnett’s の多重比較検定を用いて行った。また、肝臓中 MC‐1 活
性と、肝臓中 18F-BMS の SUV との相関関係について、pearson product-moment correlation に
より相関係数を算出した。 
 
2-1-3. 結果 
18F-BMS の肝臓中放射能集積と rotenone による 18F-BMS の阻害実験 
 Control 群及び rotenone（1 mg/kg）前処置群の 18F-BMS 投与後の肝臓 PET 画像と TAC を
図 10 に示す。control マウスでは 18F-BMS は肝臓に集積後、緩やかに消失した。18F-BMS 投
与 30－60 分後の肝臓 SUV は、control 群及び rotenone 前処置群で、1.09 ± 0.05 及び 0.55 ± 
0.03 と低下していた。 
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図 10．(A) 18F-BMS-747158-02 投与 30－60 分後の肝臓 PET/CT 画像。左：Control マウス。
右：Rotenone 投与マウス。（B）18F-BMS-747158-02 投与後の肝臓の TAC。◇: Control マウス、 
◆: Rotenone 投与マウス（PET 撮像 20 分前に rotenone（1mg/kg）を腹腔内投与）。結果は平
均値 ± 標準誤差で表示（n=6）。 
 
MCD 給餌マウスの肝臓病態評価 
 表 6 にマウス血漿中生化学的パラメーターの分析結果を示す。Control 群と比べ、MCD 1w
群及び 2w 群で AST 及び ALT の有意な上昇が認められた。一方で、TC 及び TG は control
群と比較して、有意に低下した。 
表 6．Control マウス及び MCD 給餌マウスの血漿中生化学的パラメーター 
Plasma parameter Control MCD 1w MCD 4w 
AST (IU/L) 59.4 ± 18.6 367 ± 45.9** 393 ± 108** 
ALT (IU/L) 25.1 ± 7.16 405 ± 67.1** 256 ± 83.0** 
TC (mg/dL) 91.1 ± 2.60 66.5 ± 3.85** 52.3 ± 2.23** 
TG (mg/dL) 99.9 ± 15.64 31.6 ± 2.67** 7.43 ± 1.71** 
TC, total cholesterol; TG, triglyceride; AST, aspartate transaminase; ALT, alanine aminotransferase; 
結果は全て、平均値 ± 標準誤差で表示（n=6－7）。**は control マウスとの有意差（p < 0.01）
を示す（Dunnett’s の多重比較にて検定）。 
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また、control マウス及び MCD 給餌マウスの肝臓について、H&E 染色による脂肪蓄積、炎
症及び風船様細胞の評価の結果を図 11 に示す。Control 群では顕著な所見は認められなかっ
たが、MCD 2w 群より脂肪蓄積及び炎症性細胞の浸潤による炎症が認められ、いずれの病態
も MCD 給餌期間に伴い病態は進展した。一方で、いずれの群においても風船様細胞は認め
られなかった。 
 
図 11．Control マウス及び MCD 給餌 1 週（MCD 1w）、又は 2 週マウス（MCD 2w）の肝臓
の染色画像と病理組織学的評価。（A）H&E 染色画像、（B）炎症病態のスコア、（C）脂肪蓄
積のスコア。結果は全て、平均値 ± 標準誤差で表示（n=6－7）。**は Control マウスとの有
意差（p < 0.01）を示す（Dunnett’s の多重比較にて検定）。 
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18F-BMS による MCD 給餌マウスの PET 解析 
 Control 群、MCD 1w 群及び MCD 2w 群の 18F-BMS 投与後の肝臓 PET/CT 画像及び TAC を
図 12 及び図 13 に示す。 18F-BMS の肝臓 SUV は control 群、MCD 1w 群及び MCD 2w 群で
1.09 ± 0.05、1.00 ± 0.03 及び 0.79 ± 0.05 と MCD の給餌により減少し、MCD 2w 群は control
群と比較して有意な低下を示した。 
 
図 12．18F-BMS 投与 30－60 分の control 群、MCD 1w 群及び MCD 2w 群の肝臓 PET/CT 画
像。 
 
 
図 13．左：18F-BMS-747158-02 投与後の肝臓における TAC。◇: Control 群、■: MCD 1w 群、
●: MCD 2w 群。 結果は平均値で表示（n=6–7）。右：18F-BMS 投与 30－60 分後の肝臓中放
射能集積。結果は全て、平均値 ± 標準誤差で表示（n=6－7）。*は control マウスとの有意
差（p < 0.05）を示す（Dunnett’s の多重比較にて検定）。 
 
18F-BMS 血漿及び肝臓中未変化体  
表 7 に 18F-BMS の血漿及び肝臓中放射能の未変化体割合について示す。Control 群の血漿
中では投与後 1、 5、 15、 30、及び 60 分後において、未変化体の割合はそれぞれ 62.4 ± 
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3.25 %、48.3 ± 3.06 %、15.5 ± 3.88%、3.59 ± 1.26%及び 1.13 ± 0.55%と投与直後から速やかに
代謝された。一方で、肝臓では投与 5、30 及び 60 分後において、それぞれ 94.99 ± 0.59%、
86.87 ± 2.57%及び 73.17 ± 1.68%と大部分が未変化体として存在していた。さらに、MCD 2w
群における未変化体の割合は、血漿中では 5、30 及び 60 分において 50.1 ± 8.2%、5.51 ± 1.05%
及び 1.76 ± 0.21%で、肝臓中では 98.3 ± 0.59%、86.8 ± 1.07%、及び 69.7 ± 3.61%と control 群
と有意な差は認められなかった。 
 
表 7．Control 群及び MCD 2w 群における血漿及び肝臓中放射能の未変化体割合 
 Plasma Liver 
Time (min) Control MCD 2w Control MCD 2w 
1 62.44 ± 3.25 － － － 
5 48.33 ± 3.06 50.07 ± 8.2 94.99 ± 0.59 98.27 ± 0.59 
15 15.53 ± 3.88 － － － 
30 3.59 ± 1.26 5.51 ± 1.05 86.87 ± 2.57 86.76 ± 1.07 
60 1.13 ± 0.55 1.76 ± 0.21 73.17 ± 1.68 69.69 ± 3.61 
結果は全て、平均値 ± 標準誤差で表示（n=3）。 
 
肝臓中 MC‐1 活性 
 PET 撮像終了後に採取したマウス肝臓中の MC-1 活性の測定結果を図 14 に示す。MC-1
活性は control 群と比較して MCD 1w 群及び MCD 2w 群でそれぞれ 12%（p<0.05）及び 27%
（p<0.01）の低下を示した。 
 
図 14．マウス肝臓中のミトコンドリア複合体‐1（MC-1）活性。結果は全て、平均値 ± 標
準誤差で表示（n = 6－7）。 *、**は control マウスとの有意差（p < 0.05、p < 0.01）を示す
（Dunnett’s の多重比較にて検定）。 
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肝臓中 MC-1 活性と、18F-BMS の肝臓 SUV との相関関係 
 図 15 に肝臓中 MC-1 活性と、18F-BMS の肝臓 SUV との相関関係について示す。18F-BMS
の肝臓 SUV は肝臓中 MC-1 活性と高い相関関係を示した（r = 0.73、p < 0.001）。 
 
 
図 15．ミトコンドリア複合体－1（MC-1）活性と、18F-BMS の肝臓 SUV の相関関係。相関
係数は Pearson product-moment correlation により算出。 
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2-1-4. 考察 
 NASH モデルマウスである MCD 給餌マウスは、単純脂肪肝から炎症が生じる病態初期に
おいて肝臓 MC-1 活性の低下が認められ、18F-BMS イメージングにより肝臓 MC-1 活性を定
量的に捉えることで、単純脂肪肝と NASH へと進行する病態を検出できる可能性が認めら
れた。 
本研究では、まず初めに 18F-BMS が肝臓 MC-1 活性の評価に応用可能であるかを検証す
るために、control マウスに対して MC-1 阻害剤である rotenone を前処置し、18F-BMS イメー
ジングを実施した。その結果、未処置群と比べ、rotenone 前処置群における肝臓のプローブ
集積（SUV）が 50%程度低下していた。Tsukada らは、本プローブを用いたラットの評価に
おいては、rotenoneの前処置により心臓及び脳でSUVが20－40%の低下を報告している[58]。
以上の結果から、rotenone の前処置による 18F-BMS の肝臓への集積低下は 18F-BMS が MC-
1 に特異的に結合していることを示し、18F-BMS が肝臓 MC-1 活性の評価に応用できること
を示す。 
次いで、MCD 給餌マウスにおける単純脂肪肝から NASH への病態進展を正確に把握するた
め、MCD 1w 及び MCD 2w の血漿中生化学評価及び肝臓組織評価を行った。AST、ALT の
評価では、control 群と比較して MCD 1w 群及び MCD 2w 群で共に増加しており、2 群間に
は有意な差は認められなかった。病理組織学的評価では MCD 1w 群では、肝臓への脂肪蓄
積が認められるが炎症は生じておらず、単純脂肪肝の病態であることが明らかとなった。一
方、MCD 2w では脂肪蓄積に加え炎症が認められた。したがって、MCD 1w 群は単純脂肪肝
から NASH に進展する直前の状態であり、MCD 2w 群では炎症が生じ始め NASH への進展
過程であることを示唆する。以上の検討結果に基づき、18F-BMS の検証には MCD 1w 及び
2w のモデルを使用した。NASH モデルマウスの 18F-BMS イメージングの結果、肝臓 SUV
（30－60 分）は MCD 1w の時点で低下傾向を示し、MCD 2w の時点で有意に低下した。 
血漿中及び肝臓中の 18F-BMS の未変化体割合の分析では、18F-BMS は血漿中で速やかに
代謝されたが、肝臓中では 60分後においても 70%以上が未変化体として存在した。さらに、
MCD 2w 群においても血漿中及び肝臓中の代謝物の割合、経時変化は control 群のマウスと
同程度であることから、NASH の早期病態においても肝臓に集積した 18F-BMS は大部分が
未変化体として存在した。したがって、肝臓中の放射能濃度は control 群及び NASH モデル
群共に 18F-BMS の結合に由来し、MC-1 活性を示すと考えられる。PET 撮像後に採取した肝
臓における MC-1 活性を測定したところ、図 14 に示すように、炎症発症前の MCD 1w 群で
有意な低下が認められ、MCD 2w 群でさらに低下した。ラットに MCD を給餌した NASH モ
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デルの研究では、給餌 3 週の時点では炎症がほとんど認められず脂肪蓄積を示しているが、
MC-1 活性は低下傾向を示している[45]。さらに、給餌 7 週の時点で MC-1 活性は有意な低
下を示し、給餌 11 週では脂肪蓄積に加え、炎症病態も多く認められている[45]。本検討で
も MCD を給餌した NASH モデルマウスは、炎症が起きていない脂肪肝状態であった MCD 
1w の時点から MC-1 活性が低下し、その後、炎症の惹起、すなわち NASH 病態へ進展する
ことから、MC-1 活性は単純脂肪肝から NASH へと進展する前段階で低下することを示唆す
る。この結果より、ミトコンドリア機能の１つである MC-1 の活性は、単純脂肪肝から NASH
への進展リスクの予測や、NASH の病態早期を検出可能なマーカーとなり得ると考えられ
る。さらに、18F-BMS の肝臓 SUV と MC-1 活性は高い相関関係にあることが示された（図
15）。この結果は 18F-BMS イメージングにより得られる定量値として SUV が、肝臓の MC-
1 活性のイメージングバイオマーカーとなり得る可能性を示唆し、NASH 早期の病態把握に
有用であると考えらえる。 
 
 
2-1-5. 小括-１ 
 第一節では、NASH モデルマウスにおける MC-1 活性が肝炎の発症前から低下を始め、炎
症惹起と共にさらに低下していたことから、MC-1 活性が NASH の早期病態のマーカーとし
て有用であることが示された。さらに、心筋血流イメージングに用いられている 18F-BMS に
ついて、肝臓 MC-1 への特異的な結合を確認した。また、18F-BMS の肝臓 SUV 値は病態進
展と共に低下し、MC-1 活性とも相関した。以上より、18F-BMS イメージングは、肝臓の MC-
1 活性の評価が可能であり、NASH 早期の病態把握に有用と考えられる。 
 
  
32 
 
第二節：PET 動態解析による 18F-BMS の肝臓分布体積算出 
2-2-1. 背景 
第一節では NASH モデルマスを用いた検討において、ミトコンドリア機能の中で、MC-1
活性が NASH への進展リスクや病態早期のマーカーとなる可能性を認め、18F-BMS イメー
ジングにより得られる肝臓の SUV が、肝臓 MC-1 活性のイメージングバイオマーカーとな
り得ることが示された。NASH のような代謝性疾患では、病態がプローブの循環動態に影響
を与える可能性があるため、プローブの血漿中濃度変化（以下、input function と表記）を用
いた動態解析法が必要となる可能性がある。Input function の算出には経時的な動脈血採血
が必要となるが、臨床においての経時的な動脈採血は患者への負担となる。また、非臨床試
験においてマウスから経時的な多時点採血を実施することは技術上困難であるため、PET画
像上から「image derived input function」として求める手法が用いられる [60]。第二節では、
18F-BMS イメージングの結果を用いて、image derived input function を用いた動態解析により
18F-BMS の肝臓の分布体積（以下、Vt と表記）を算出し、MC-1 活性のイメージングバイオ
マーカーとしての有用性を検証した。 
 
2-2-2. 方法 
NASH モデルマウスの作製および 18F-BMS-747158-02 の合成は第１節と同じ方法で行った。
なお、本実験で使用した 18F-BMS-747158-02 の放射化学的純度と比放射能は、それぞれ 99.4 
± 0.1%および 99.0 ± 8.49 GBq/μmol であった。 
 
PET/CT 撮像中の血中放射能濃度測定 
PET イメージング及び X-ray CT イメージングは小動物用 PET/CT system（FX3000, Trifoil 
imaging 社, CA）により行った。5 匹の control マウスを使用した。マウスの麻酔は 3%イソ
フルランで導入後、1.5%で維持し、マウスの尾静脈にカニュレーションを施した。18F-BMS
（10－20 MBq）の infusion 開始と同時に PET 撮像を開始し、60 分間の撮像を実施した。PET
撮像終了後、吸収補正、形態情報取得のために CT 撮像を実施した。60 分間の PET 撮像中、
撮像開始から 1、5、15、30 及び 60 分の時点で、マウスの尾部を切開し、血液１μL を採取
した。得られた血液は TLC プレートに添加した。また、基準放射能として、投与溶液を 200
倍、400 倍、800 倍、1600 倍及び 3200 倍希釈した溶液 1 μL を同じ TLC プレートに添加し
た。TLC プレートをイメージングプレートに１時間接着させた後、TyphoonFLA7000 (GE 
Healthcare Bio-Sciences, Uppsala, Sweden) により読み取った画像を解析することで、PET 撮
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像中の放射能濃度を分析した。得られた PET 画像は、CT 画像をもとに 3D-MLEM により 10
秒 × 6 フレーム、1 分 × 4 フレーム及び 5 分 × 11 フレームの再構成を行った 
 
PET 画像解析 
 PET 画像の解析は AMIDE 0.9.2 ソフトウェア及び Pmod ver3.6（PMOD Technologies Ltd., 
Zürich)を用いて行った。CT 及び PET 画像を参考に、大動脈を除く肝臓上及び腹部大動脈上
に 3 次元の楕円型 ROI を設定し、 肝臓中の TAC を算出した。各関心領域内の放射能は、
投与時間からの減衰補正を行い SUV で表記した。また、PET 画像データから動脈入力関数
を推定するため、撮像中に採血を実施した個体に対して心筋、心腔及び腹部大動脈領域に
ROI を設定し、各領域の TAC を算出した。 
 
分布体積（Vt）の算出 
各個体の 18F-BMS の肝臓 Vt は logan graphical analysis 法[61]を用いて Pmod ver3.6 により
（式 2）に従って算出した。血漿中の 18F-BMS の濃度変化（input function）は、血漿中代謝
物分析により算出した未変化体割合を用いて graph pad prism ver6 (GraphPad Software, CA)に
より時間－未変化体割合の関数を求め、腹部大動脈中の TAC を補正することで求めた。
Logan graphical analysis の解析では、変動係数（coefficient of variation: COV）が 20%以上の
個体は fitting が不完全と判断し、結果から除外した。 
 
式 2．logan graphical analysis 
∫ 𝐶𝑇(𝑢)𝑑𝑢
𝑡
0
𝐶𝑇(t)
= 𝑉𝑡
∫ 𝐶𝑝(𝑢)𝑑𝑢
𝑡
0
𝐶𝑇(t)
 + b 
CT:組織中放射能濃度、CP:血漿中放射能濃度 
 
統計処理 
各群の有意差検定は Dunnett’s の多重比較検定を用いて行った。また、肝臓中 MC‐1 活
性と、肝臓中 18F-BMS の Vt との相関関係について、pearson product-moment correlation によ
り相関係数を算出した。 
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2-2-3. 結果 
Image derived input function の妥当性検証 
 マウスの PET 画像における心腔及び腹部大動脈上に設定した ROI（図 16A）から算出した
SUV 及び 1、5、15、30、60 分の時点で血中放射能の測定から算出した SUV を比較した（図
16B）。その結果、心腔の SUV は実測した血液中 SUV と異なる濃度、時間変化を示したが、
腹部大動脈上の ROI の SUV は実測値と類似した濃度、時間変化を示した。 
 
図 16．(A) 心腔（左）及び腹部大動脈（右）に設定した関心領域（白矢印）。 
心筋、心腔及び腹部大動脈に設定した関心領域（ROI）内の TAC と PET 撮像中の血液中放
射能濃度。(B)；◆：SUV from heart ROI. ■：SUV from ventricle ROI. △SUV from aorta 
ROI. ●：SUV from blood. 結果は全て、平均値 ± 標準誤差で表示（n=5）。 
 
Control 群及び MCD 給餌群における大動脈領域の ROI 中の TAC 
 腹部大動脈に設置した ROI 中の SUV の経時変化が実測 SUV と類似した傾向を示すこと
から、本領域の放射能濃度を画像由来の血液中放射能として活用し、control 群及び MCD
給餌群の腹部大動脈領域の TAC を算出した（図 17）。Control 群及び MCD 1w 群では放射
能濃度に変化が認められなかったが、MCD 2w 群は control 群と比較して投与初期より低下
傾向が認められた。 
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図 17．18F-BMS-747158-02 投与後の腹部大動脈における TAC。◇: Control 群、■: MCD 1w
群、●: MCD 2w 群。結果は全て、平均値 ± 標準誤差で表示（n=6–7）。 
 
18F-BMS の肝臓 Vt 
 18F-BMS の肝臓の TAC と、腹部大動脈の TAC を未変化体の割合で補正した値を input 
function とすることで、（式 2）により Vt を算出した。Vt は、control 群、MCD 1w 群及び
MCD 2w 群においてそれぞれ 9.38 ± 1.66 mL/cm3、8.92 ± 0.74 mL/cm3及び 7.47 ± 0.98 
mL/cm3となり、control 群と比較して MCD 1w 群で低下傾向を示し、MCD 2w 群で有意に
低下した（図 18）。 
 
 
図 18. Control 群、MCD 1w 群及び MCD 2w 群における 18F-BMS-747158-02 の肝臓分布体積
（Vt）。結果は全て、平均値 ± 標準誤差で表示（n=6–7）。*は control マウスとの有意差
（p < 0.05）を示す（Dunnett’s の多重比較にて検定）。 
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肝臓中 MC-1 活性と、18F-BMS の肝臓 Vt との相関関係 
 図 19 に肝臓中 MC-1 活性と、18F-BMS の肝臓 Vt との相関関係について示す。18F-BMS
の肝臓 Vt は肝臓中 MC-1 活性と高い相関関係を示した（r = 0.70、p < 0.001）。 
 
 
図 19．ミトコンドリア複合体－1（MC-1）活性と、18F-BMS の肝臓 Vt の相関関係。相関係
数は Pearson product-moment correlation により算出。 
 
2-2-4. 考察 
イメージングの画像解析において、用いるプローブの循環動態を加味した動態解析を行
なうためには input function が必要となる。通常、input function は PET 撮像と同時に同一個
体における動脈血を経時的に採血し、血漿中放射能濃度を測定するとともに、血漿中の代謝
物分析を行い、未変化体割合を算出する必要がある。しかし、マウスでは経時的に多数の時
点で採血することは技術的に困難であるため、別個体を用いて求めた未変化体の経時変化
の平均値を未変化体割合とした。第一節で示した通り、表 7 に示すように control 群と MCD 
2w 群では同程度の未変化体割合を示し、この給餌期間であれば代謝速度に大きな差がない
と考え、血漿中の未変化体の経時変化の関数は、control マウス、NASH モデルマウスともに
同じ関数を使用した。 
動脈血の放射能濃度の代替と成り得る部位について PET 画像の定量値と血液中放射能濃
度変化を比較検討した。心腔は血液中放射能を反映する領域として小動物イメージングだ
けでなく、臨床でもしばしば用いられていることから[61]、最初に心腔を選択した。しかし
ながら今回の検討では、図 18 に示すように、心腔画像から得られた放射能濃度は、実測し
た血液中放射能と乖離した値となった。その要因として、18F-BMS は心臓に高い集積を示す
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こと、また、マウスの心臓は非常に小さく部分容積効果により心臓に集積した放射能が心腔
内に設定した ROI へ影響を及ぼすことが推測された。そこで、血液量が多く image derived 
input function の新たな評価部位として腹部大動脈に ROI を設定し、実測値と比較、解析し
た。その結果、周囲に高集積を示す組織はなく、ROI 内の放射能濃度は血液中放射能の実測
値と類似傾向を示したため、腹部大動脈の TAC を image derived input function として用いて
Vt の算出を行った。解析には logan graphical analysis 法を用いた。本手法はコンパートメン
トモデルに依存せずにプローブの Vt を算出できるため、病態モデル動物のような、コンパ
ートメントモデルが変動する可能性のある対象群を評価するときには非常に有用な手法で
ある。腹部大動脈のROIから求めたTACに未変化体割合の時間変化の関数から input function
を求め、肝臓の TAC と併せて Vt を算出した結果、SUV と同様に control 群と比べ、MCD 1w
群マウスで低下傾向を示し、MCD 2w 群で有意に低下した（図 16）。さらに、18F-BMS の肝
臓 Vt は MC-1 活性と高い相関関係にあることが示された（図 19）。この結果は image derived 
input functionを用いた logan graphical analysisにより得られるVtが SUVと同様に肝臓のMC-
1 活性のイメージングバイオマーカーとなり得る可能性を示唆するものである。 
以上の結果は、18F-BMS の肝臓 Vt は SUV 同様に MC-1 活性のバイオマーカーとなり得る
ことを強く示唆する。 
 
2-2-5. 小括-2 
 第二節では、腹部大動脈上のTACを用いて image derived input functionを算出することで、
logan graphical analysis によりマウスにおいても経時採血を実施せずに Vt の算出が可能であ
ることを示した。さらに、本結果により得られた Vt も SUV と同様に NASH の病態進展と
ともに低下し、MC-1 活性と相関することを認めた。 
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第二章 総括 
本章では、ミトコンドリア電子伝達系複合体の MC-1 活性に着目し、NASH 病態進展と
MC-1 活性の関係及び 18F-BMS イメージングによる肝臓 MC-1 活性評価の可能性を検討し
た。NASH モデルマウスでは単純脂肪肝から炎症が惹起された病態において MC-1 活性が低
下しており、さらに、18F-BMS が肝臓 MC-1 活性評価に有用な PET プローブであることを
認めた。18F-BMS イメージングで得られた SUV 及び Vt は、MC-1 活性のイメージングバイ
オマーカーとして有用であり、単純脂肪肝から NASH へと進展する病態の機能評価に有益
な知見を与える。これらのイメージング解析は臨床外挿性が高く、NASH 創薬での臨床試験
における応用も期待できる 
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第三章：18F-FPP-RGD2による肝臓 integrin-αvβ3 イメージングの NASH における肝線維化病
態のバイオマーカーとしての有用性検討 
 
3-1. 背景 
第一章及び第二章では、単純脂肪肝から NASH への進展要因の一つである ROS による分
子病態としてミトコンドリア機能異常に着目し、99ｍTc-MIBI 及び 18F-BMS イメージングが
NASH 病態早期に単純脂肪肝と NASH を鑑別するイメージングバイオマーカーとして活用
できる可能性を示してきた。本章では、NASH 病態後期に発症する肝臓線維化に着目し、線
維化に伴う分子病態マーカーについて検証を行った。 
NASH 病態の後期で観察される肝臓の線維化は、その進展が肝硬変及び肝癌への進展リ
スクを増大する予後の悪い病態であり、NASH 患者における線維化の進展抑制や重症化の
抑制は、患者の生存率の向上に重要である。これまで肝臓の線維化は不可逆的な病態と考え
られていた。しかし近年、治療により肝臓線維化は退縮する可能性があることが示され[61]、
NASH 治療薬の抗線維化を開発コンセプトとした新薬の開発も進められている。従来、線維
化を含む NASH の確定診断には、侵襲性など種々の問題点が指摘される肝生検が必要であ
ったが、近年、非侵襲的な肝臓の線維化評価法として磁気共鳴エラストグラフィ及び超音波
エラストグラフィといった弾性力の評価法が開発されている[63、27]。これらの肝臓線維化
評価法は、線維化が進行した stage F3、F4 といった重度の病態を線維化が軽度な stage F1 や
F2 及び健常者と鑑別可能である。しかし、これらの評価法は早期線維化病態である stage F1
や F2 の鑑別精度が低い[28]。また、NASH 患者においては、肝実質細胞に蓄積した脂肪の
影響により、線維化を正確に診断できない可能性がある[29、30]。近年の非臨床研究におい
て、線維化に関与する分子であるコラーゲン又はエラスチンに結合する MRI プローブを用
いることで、精度の高い線維化の評価が可能であることが報告されている[64、65]。このよ
うな線維化に起因する分子病態変化を捉えるマーカーは、軽度の線維化検出を可能とする
だけでなく、抗線維化治療介入の判断にも有用と考えられ、新薬の臨床開発において、適切
な患者の選抜及び病態モニタリングへの活用が期待される。 
 肝臓が線維化を起こす過程では、肝星細胞の活性化が中心的な役割を果たす[17]。活性化
した星細胞は、α-smooth muscle actin（α-SMA）を発現し、筋線維芽様細胞となりコラーゲン
type1、type3 といった細胞外マトリックスを大量産生する[66]。また、肝臓の線維化では、
星細胞の活性化と共に細胞の結合やアポトーシス、細胞外マトリックスとの相互作用等、細
胞内のシグナル伝達に重要な役割を担う分子の一つである integrin-αvβ3 の発現が増加する
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ことから[67]、本タンパク質発現の変化は、活性化星細胞の指標として活用でき、線維化病
態のモニタリングに繋がると考えられる。 
 Integrin-αvβ3 に対して高い結合親和性を有する化合物としてアルギニン‐グリシン‐ア
スパラギン酸の配列を有するペプチド（RGD ペプチド）が知られている[68、69]。これまで
に、放射性同位体標識を行った環状 RGD ペプチド（cRGD）が、integrin-αvβ3 を発現する癌
のイメージングプローブとして研究されている[70-74]。これらのプローブは、in vivo で
integrin-αvβ3 に特異的に結合することが示されている。したがって、cRGD を標識した分子
プローブにより、肝臓星細胞の活性化や、それに伴う線維化を非侵襲的に評価できる可能性
が考えられる。実際に、125Iや、99mTcにより放射性同位体標識された cRGDを用いた SPECT、
又はプローブの肝臓集積を評価した研究では thioacetamide（TAA）により誘発されたラット
の肝線維化を検出することに成功している[75]。また、MRI用造影剤であるUSPIO標識cRGD
を用いた研究では、四塩化炭素により惹起されたラットの肝線維化を捉えられたことが報
告されている[76]。しかしながら、これらのモデルは NASH モデルと比較して線維化への進
展が早く、星細胞の活性化と線維化発症がいずれの段階で生じているかは不明である。また、
線維化の評価法として報告されているが、NASH 病態における線維化病態及び integrin-αvβ3
発現量と、RGD プローブの集積の関係を調べた報告はない。NASH では星細胞の活性化が
線維化の前に惹起されていることから[77]、RGD プローブによるイメージングが星細胞活
性化に伴う integrin-αvβ3 の発現量に依存していれば、NASH における線維化の予兆や、初期
段階を捉えるバイオマーカーとなり得る可能性がある。 
以上の背景から、本章では NASH モデルマウスにおける線維化及び integrin-αvβ3 の発現
と、RGD プローブの集積の関係を明らかにするため、NASH モデルマウスを用いた PET イ
メージング及び各種病態、タンパク質、遺伝子発現の評価を行い、RGD プローブの線維化
予測マーカー及び線維化モニタリングマーカーとしての有用性を検証した。本研究では
NASH モデルマウスとして、MCD 給餌マウスよりも速やかに線維化進展まで病態が進行す
るモデルマウスである choline-deficient，L-amino acid-defined，high-fat diet （CDAHFD）給餌
マウスを使用した[78]。RGD プローブとしては、integerin-αvβ3 を高発現する腫瘍の PET イ
メージングによる検出方法として臨床活用実績もあることから、cRGD の 2 量体を陽電子放
出核種である 18Fで標識した 18F-FPP-RGD2を用いた[40]。 
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3-2. 方法 
NASH モデルマウスの作製 
実験動物は C57BL/6J 雄性マウスを日本クレア社（Shizuoka）より購入した。CDAHFD は
Dyet 社（Bethlehem, PA）より購入した。実験動物は恒温、恒湿条件下で、12 時間明暗サイ
クル（8:00-20:00 点灯）に調節された動物施設（大阪大学）において飼育した。飼育時、餌
及び水は自由摂取させた。すべての動物実験は、大阪大学の動物実験委員会の承認を得て実
施した。 
NASH モデルは、6 週齢の C57BL/6J に対し CDAHFD を 3、又は 8 週間給餌することで
作製した。対照群として、6 週齢の C57BL6J に対し通常食（CE-2, 日本クレア社, Shizuoka）
を 3、又は 8 週間給餌したマウスを使用した。 
18F-FPP-RGD2の合成 
 4-Nitrophenyl 2-bromopropanoate は Chem Spac（New Jersy, USA）、H-11-Amino-3,6,9-
Trioxaundecanoic-Acid は PEPTIDESINTERNATIONAL（Kentucky, USA）より購入した。図 20
に 18F-FPP-RGD2の合成経路を示す。18F-FPP-RGD2の合成は Hasakali らの方法を参考に 2 工
程の合成法で実施した[79]。KHCO3 5 mg を溶解した純水と 25 mg の Kryptofix 222 を溶解し
た 0.7 mL のアセトニトリルの混合液により溶出した 40-50 Bq の 18F[F-]を窒素下で減圧蒸留
後、約 20.0 mg の 4-nitrophenyl 2-bromopropanoate と 2 mL の無水アセトニトリル：tert-ブタ
ノール＝4:1 溶液を加えた。110 °C で 5 分間反応させた後、室温まで冷却した。得られた反
応液を逆相 HPLC（カラム: COSMOSIL 5C18 MS-II 10 x 250 mm, Nacalai Tesque, Kyoto; 移動
相: 酢酸 0.1%を含むアセトニトリル：酢酸 0.1%を含む水 (1:1); 流速: 6.0 mL/min）により精
製し、18F-4-nitrophenyl-2-fluoropropionate（18F-NFP）を得た。得られた 18F-NFP を 0.9 mg の
2量体 RGDペプチドH-11-Amino-3,6,9-Trioxaundecanoic-Acidと共に 15 μLの triethylamineを
含む 0.4 mL の dimethyl slufoxido に溶解し、70 °C で 2 分間反応後、10%酢酸溶液を 2.0 mL
添加して反応を停止した。反応液を逆相 HPLC（column: COSMOSIL 5C18 MS-II 10 x 250 mm 
Nacalai Tesque, Kyoto; 移動相: 0 分－7 分、酢酸 0.1%を含むアセトニトリル：酢酸 0.1%を含
む水 (1:9) 、7 分以降、酢酸 0.1%を含むアセトニトリル：酢酸 0.1%を含む水 (3:17); 流速: 
6.0 mL/min）により精製し、放射化学的純度＞99%、比放射能 445 ± 107.6 GBq/μmol で 18F-
FPP-RGD2 を得た。 
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図 20.18F-FPP-RGD2の合成経路 
 
PET/CT 撮像 
 PET イメージング及び X-ray CT イメージングは、小動物用 PET/CT system（FX3000, Trifoil 
imaging 社, CA）を用いた。実験には、CDAHFD 給餌 3 週間群（以下、CDAHFD 3w と表
記）、CDAHFD 給餌 8 週間群（以下、CDAHFD 8w と表記）及び通常食給餌 3、又は 8 週間
群（以下、control 3w、control 8w と表記）の 4 群の群構成で、各群 8 匹のマウスを使用した。
また、各群、5 匹は 18F-FPP-RGD2のみで撮像を行い、3 匹は 18F-FPP-RGD2と 60 μg の非放
射性 c(RGDfK)ペプチドを同時投与し、撮像を行い、阻害実験とした。マウスの麻酔は 3%イ
ソフルランで導入後、1.5%で維持し、マウスの尾静脈にカニュレーションを施した。約 10 
MBq の 18F-FPP-RGD2を infusion 開始と同時に PET 撮像を開始し、90 分間の撮像を実施し
た。PET 撮像終了後、吸収補正、形態情報取得のために CT 撮像を実施した。PET/CT 撮像
終了後、イソフルラン麻酔下でマウスを屠殺し、血液及び肝臓を採取した。血液を 14,000 
rpm で 1 分間遠心した後に血漿を採取し、−80 °C で保存した。肝臓は 10%ホルマリンによ
り固定した。得られた PET 画像は、CT 画像をもとに 3D-MLEM により 10 秒×6 フレーム、
1 分×4 フレーム、5 分×11 フレーム及び 10 分×3 フレームの再構成を行った。 
 
血漿及び肝臓中の代謝分析 
Control マウスの尾静脈より 18F-FPP-RGD2（5-10MBq/200uL）を投与し、投与後 5、60 及び
90 分の時点で麻酔下静脈血を採血し、屠殺後に肝臓を採取した。血液を 14,000 rpm で 1 分
間遠心した後に血漿を採取した。血漿 10 μL に対してアセトニトリル 20 μL 及び PBS 
（pH=7.4, 10mM phosphate buffer saline）10 μL を加えた後に攪拌し、遠心後の上清を展開溶
媒に 10%酢酸アンモニウム：メタノール＝1：1 を用いた逆相 TLC により分析した。肝臓は
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右葉を採取し、重量を測定後、氷冷下で 6 倍量の PBS を加え、ハンドホモジナイザーによ
りホモジネートを作製した。得られたホモジネートを 14,000 rpm で 5 分間遠心後、上清を
分離し、得られた沈殿にアセトニトリル：PBS=1：1 の溶液を 2 mL 加えて、ハンドホモジ
ナイザーによりホモジネートした。得られたホモジネートを 14,000 rpm で 5 分間遠心後、
得られた上清を最初に得られた上清と混合し、上記の TLC により分析した。各時点 3 匹の
マウスを用いて実施した。 
 
PET/CT 撮像中の血中放射能濃度測定 
Control マウス 5 匹を用いて、PET 画像からの血液中放射能濃度評価法の妥当性検証を目
的に、18F-FPP-RGD2（10－20 MBq）を infusion 開始と同時に PET 撮像を開始し、90 分間の
PET 撮像中に撮像開始 1、5、15、30 及び 60 分の時点で、マウスの尾部を切開し、血液 1 μL
を採取した。得られた血液は順相 TLC プレートに添加した。また、基準放射能として、投
与溶液を 200、400、800、1600 及び 3200 倍希釈した溶液 1 μL を同じ TLC プレートに添加
した。TLC プレートをイメージングプレートに１時間接触後、TyphoonFLA7000 (GE 
Healthcare Bio-Sciences, Uppsala) により読み取った画像を解析することで、PET 撮像中の放
射能濃度を分析した。得られた PET 画像は、CT 画像をもとに 3D-MLEM により 10 秒×6 フ
レーム、1 分 × 4 フレーム、5 分 × 11 フレーム及び 10 分 × 3 フレームの再構成を行った。 
 
PET 画像解析 
 PET 画像の解析は Pmod version 3.6 ソフトウェア（PMOD Technologies Ltd., Zürich）を用
いて行った。CT 及び PET 画像を参考に、大動脈を除く肝臓上に 3 次元の楕円型 ROI を CT
及び投与初期の PET 画像を参考に、心腔上に設定し、第二章と同じ方法で肝臓及び心腔の
TAC を算出した。 
 
肝臓 Vt の算出 
 各個体の 18F-FPP-RGD2の肝臓分布体積（Vt）は Pmod ver3.6を用いて logan graphical analysis
法[61]により算出した。COV が 20%以上の個体は fitting が不完全と判断し、結果から除外
した。 
 
血漿中生化学評価及び肝臓組織評価 
 PET 撮像後に採取した血漿を用いて、alanine aminotransferase（以下、ALT と表記）、aspartate 
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aminotransferase（以下、AST と表記）、triglyceride（以下、TG と表記）、total cholesterol（以
下、TC と表記）の濃度を 7180 Clinical Analyzer（Hitachi Ltd., Tokyo）により測定した。肝臓
組織学的評価は、10%ホルマリン固定した肝臓の右葉を 4 μm の切片とし、H&E は Sirius red
により染色した。H&E 染色切片は、脂肪蓄積（スコア：0－4）炎症（スコア：0－3）及び
風船用細胞（スコア：0－2）を評価した。Sirius red 染色切片は、各マウス 5 視野の画像に対
し、WinROOF software （Mitsutani, Tokyo）を使用して陽性面積率を算出した。 
 
ウェスタンブロッティング 
 肝臓中の integrin αv 及び β3 のタンパク質濃度は Pastenker らの方法にしたがって実施し
た [80]。肝臓ホモジネートを作製後、15 μg のタンパク質を 4－12%の polyacrylamide gel を
用いた電気泳動により分離した。Polyvinylidene fluoride membrane に転写後、5%BSA を含む
ブロッキング緩衝液でブロッキングした後に、mouse anti-integrin αv（1:100; BD Biosciences, 
Franklin Lakes , NJ）、rabbit anti-integrin β3 （1:1000; Abcam, Chembridge, UK）又は GAPDH
（1:5000; Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA）を含む溶液とそれぞれ 4 °C で 24 時
間インキュベートした。洗浄後、membrane を horseradish peroxidase 結合 2 次抗体と反応さ
せ、LAS-3000（Fujifilm, Kanagawa, Japan） によりバンドを検出し、定量した。 
 
Quantitative RT-PCR 
肝臓中 integrin αv and β3 subunits、 α-smooth muscle actin（以下、α-SMA と表記）及び collagen 
type 1 alpha 1（以下、col1a1 と表記）のメッセンジャーRNA（以下、mRNA と表記）を Itoh
らの方法に従い、RT-PCR により定量した[81]。遺伝子発現量は 7500 Real Time PCR System 
and Power SYBR™ Green PCR Master Mix（Applied Biosystems, CA）を用いて定量した。 mRNA
は 2-ΔΔCT 法を用いて 18S ribosomal RNA との比で算出した。PCR プライマーの配列は以
下を使用した。 
Integrin αv-F: 5′-TCGTTTCTATCCCACCGCAG-3′ 
Integrin αv-R: 5′-TCGTTTCTATCCCACCGCAG-3′ 
Integrin β3-F: 5′-AGTGGCCGGGACAACTCT-3′ 
Integrin β3-R: 5′-AGACAAAGTCTCATCTGAGCACCA-3′ 
α-SMA-F: 5′-GAGCATCCGACACTGCTGACA-3′ 
α-SMA-R: 5′-AGCACAGCCTGAATAGCCACATAC-3′ 
Col1a1-F: 5′-GAGCGGAGAGTACTGGATCG-3′ 
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Col1a1-R: 5′-TACTCGAACGGGAATCCATC-3′ 
18S-F: 5′-CGGCTACCACATCCAAGGAA-3′ 
18S-R: 5′-GCTGGAATTACCGCGCCT-3′. 
 
統計処理 
各群の有意差検定は Steel Dwass の多重比較検定、又は Wilcoxon の順位和検定を用いて行
った。また、肝臓中の integrin αv、β3 タンパク質量及び sirius red 陽性面積と、肝臓中 18F-
FPP-RGD2の SUV（80 - 90 分）及び Vt の相関関係について、spearman’s rack correlation によ
り相関係数を算出した。 
 
 
3-3. 結果 
CDAHFD 給餌マウスにおける 18F-FPP-RGD2の肝臓中放射能濃度解析 
 各群における 18F-FPP-RGD2投与後 80－90 分時点の PET 画像の代表例を図 21 に、肝臓中
放射能の TAC を図 22 に示す。CDAHFD 3w 及び 8w における肝臓中放射能は、投与 5 分後
以降対応する control 群と比較して高値を示した。 
 
図 21．Control マウス及び CDAHFD 給餌マウスの 18F-FPP-RGD2 投与 80－90 分後の肝臓
PET/CT 画像。 
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図 22．Control マウス及び cCDAHFD 給餌マウスの 18F-FPP-RGD2投与後の TAC。（A）Control 
3w 群又は CDAHFD 3w 群と各群の阻害実験群。（B）Control 8w 群又は CDAHFD 8w 群と
各群の阻害実験群（n=5）。 阻害実験群：60 μg の c（RGDfK）を同時投与（n=3）。○: Control 
3w、 ●: CDAHFD 3w、△: Control 3w +cRGDfK、▲: CDAHFD 3w +cRGDfK、□: Control 8w, 
■: CDAHFD 8w、◇: Control 8w +cRGDfK、◆: CDAHFD 8w +cRGDfK。結果は全て、平均値 
± 標準誤差で表示。 
 
PET 画像上で心腔に設定した ROI 中放射能濃度と実測放射能値 
図 23 に control マウスの心腔に設定した ROI における TAC と、任意の時点で採血した放
射能濃度（実測値）を示す。心腔の ROI における放射能は速やかに消失し、実測の放射能
濃度と類似した放射能濃度変化を示したことから、心腔 ROI の TAC を image derived input 
function として使用した。 
 
図 23．心腔 ROI と、1、5、15、30 及び 60 分で測定した血液の TAC。■：血液中放射能濃
度。◆：心腔 ROI 中の放射能濃度。血液中放射能濃度の結果は、平均値 ± 標準誤差で表
示（n=3）。 
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18F-FPP-RGD2の血漿及び肝臓中の代謝 
18F-FPP-RGD2投与後 5、60 及び 90 分の時点で、血漿中及び肝臓中の未変化体の割合を評
価したところ、投与後 90 分まで 98%以上が未変化体のまま存在した（表 8）。 
 
表 8．18F-FPP-RGD2の血漿及び肝臓中の未変化体割合 
Time (min) 5 60 90 
Plasma (%) 99.9 ± 0.04 99.8 ± 0.09 99.8 ± 0.03 
Liver (%) 99.8 ± 0.02 98.3 ± 0.88 99.6 ± 0.11 
結果は全て、平均値 ± 標準誤差で表示（n=3）。 
 
心腔放射能濃度変化及び肝臓中放射能濃度/心腔中放射能濃度比  
図 24 に control 3w 群、CDAHFD 3w 群、control 8w 群及び CDAHFD 8w 群の心腔に設定し
た ROI における TAC を示す。Control 3w 群及び CDAHFD 3w 群は、同程度の放射能集積、
消失を示した。また、過剰の非放射性 c（RGDfK）の同時投与では、血液中からの放射能排
泄速度は増加したが、control 3w 群及び CDAHFD 3w 群の変化は同程度であった（図 25A）。
一方で、CDAHFD 8w 群では、control 8w 群と比較してわずかに高値を示した（図 25B）。 
 
図 24．18F-FPP-RGD2 投与後の心腔の TAC。（A）Control 3w 群、又は CDAHFD 3w 群（n=5）。
（B）Control 8w 群、又は CDAHFD 8w 群（n=5）。 （A）Control 3w 群又は CDAHFD 3w 群
と各群の阻害実験群。（B）Control 8w 群又は CDAHFD 8w 群と各群の阻害実験群（n=5）。 
阻害実験群：60 μg の c（RGDfK）を同時投与（n=3）。○: Control 3w、 ●: CDAHFD 3w、△: 
Control 3w +cRGDfK、▲: CDAHFD 3w +cRGDfK、□: Control 8w, ■: CDAHFD 8w、◇: Control 
8w +cRGDfK、◆: CDAHFD 8w +cRGDfK。結果は全て、平均値 ± 標準誤差で表示。 
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図 25 に control 3w 群、CDAHFD 3w 群、control 8w 群及び CDAHFD 8w 群の肝臓/心腔比を
示す。いずれの群においても、肝臓/心腔比は時間経過と共に増加し、プローブ投与 80-90 分
後が最大値となった。 
 
 
 図 25．18F-FPP-RGD2 投与後の肝臓/心腔比。（A）Control 3w 群、又は CDAHFD 3w 群（n=5）。
（B）Control 8w 群、又は CDAHFD 8w 群（n=5）。○: Control 3w、●: CDAHFD 3w、□: Control 
8w、■: CDAHFD 8w、結果は全て、平均値 ± 標準誤差で表示（n=5:）。 
 
 
18F-FPP-RGD2投与後 80‐90 分における肝臓 SUV 
図 26に 18F-FPP-RGD2投与後 80－90分における肝臓中放射能のSUVを示す。SUVは control
群と比べ、CDAHFD 給餌群で有意に増加した（Control 3w 及び CDAHFD 3w で 0.32 ± 0.06
及び 0.48 ± 0.05、 p < 0.05、control 8w 及び CDAHFD 8w で 0.35 ± 0.04 及び 0.75 ± 0.07、 p 
< 0.05）。また、control 群及び CDAHFD 給餌群において、過剰の非放射性の c（RGDfK）の
同時投与による阻害実験では、肝臓 SUV はそれぞれ有意に低下した。阻害実験時の control 
3w 群、CDAHFD 3w 群の肝臓 SUV は同程度を示したが（0.083 ± 0.005 及び 0.089 ± 0.006 
p>0.05）、CDAHFD 8w 群では control 8w 群と比較して増加傾向を示した（0.12 ± 0.03 及び
0.19 ±0 .05 p>0.05）。 
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図 26．Control マウス及び CDAHFD 給餌マウスにおける 18F-FPP-RGD2の投与後 80‐90 分
の肝臓 SUV。White bar: control 群、Black bar: CDAHFD 給餌群。結果は全て、平均値 ± 標
準誤差で表示（n=5:非阻害実験, n=3:阻害実験）。*は対応する control群との有意差（*p < 0.05）、
#は CDAHFD 3w 群との有意差 （# p < 0.05）を示す（Steel-Dwass の多重比較にて検定）。
$は対応する c(RGDfK)同時投与群との有意差（$ p<0.05）を示す（Wilcoxon の順位和検定に
より検定）。 
 
 
Logan graphical analysis による 18F-FPP-RGD2の肝臓 Vt 
図 27 に image derived input function として心腔の TAC を使用して logan graphical analysis 算
出した 18F-FPP-RGD2の肝臓 Vt を示す。CDAHFD 給餌群の肝臓 Vt は、対応する control 群
の Vt 値と比較して有意に高値を示した（control 3w 及び CDAHFD 3w で 1.62 ± 0.17 mL/cm3
及び 2.14 ± 0.17 mL/cm3、control 8w 及び CDAHFD 8w で 1.61 ± 0.13 mL/cm3及び 2.49 ± 0.35 
mL/cm3）。また、阻害実験ではすべての群において同程度の肝臓 Vt を示した（control 3w、
CDAHFD 3w、control 8w 及び CDAHFD 8w で、0.71 ± 0.02 mL/cm3、0.73 ± 0.20 mL/cm3、0.72 
± 0.13 mL/cm3及び 0.73 ± 0.05 mL/cm3）。 
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図 27．Control マウス及び CDAHFD 給餌マウスにおける 18F-FPP-RGD2の肝臓 Vt。White bar: 
control 群、Black bar: CDAHFD 給餌群。 結果は全て、平均値 ± 標準誤差で表示。n=5:非
阻害実験, n=3:阻害実験（n=5:非阻害実験, n=3:阻害実験）。*は対応する control 群との有意差
（*p < 0.05）を示す（Steel-Dwass の多重比較にて検定）。$は対応する c(RGDfK)同時投与群
との有意差（$ p<0.05）を示す（Wilcoxon の順位和検定により検定）。 
 
 
CDAHFD 給餌マウスの血漿、肝臓病態評価 
表 9 に PET 撮像終了後のマウス血漿中生化学的パラメーターの分析結果を示す。Control
群と比べ、CDAHFD 3w 群及び 8w 群で AST 及び ALT の有意な上昇が認められた。一方で、
TC、TG、HDLC はそれぞれ対応する control 群と比較して、有意に低下した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
51 
 
表 9. Control マウス及び CDAHFD 給餌マウスの血漿中生化学的パラメーター 
Parameter Control 3w CDAHFD 3w Control 8w CDAHFD 8w 
Body weight (g) 24.44 ± 0.91 20.81 ± 0.96** 26.41 ± 1.56 21.66 ± 2.23** 
AST (IU/L) 32.80 ± 3.83 436.61 ± 76.35** 41.20 ± 12.69 402.70 ± 242.78** 
ALT (IU/L) 19.20 ± 3.45 772.10 ± 128.63** 31.90 ± 16.52 584.60 ± 475.74** 
TG (mg/dl) 155.7 ± 48.57 41.50 ± 17.69** 146.80 ± 65.67 21.50 ± 3.54** 
TC (mg/dl) 80.40 ± 7.91 49.00 ± 6.95** 79.70 ± 9.50 36.30 ± 4.14** 
AST：aspartate transaminase、ALT：alanine aminotransferase、TC：total cholesterol、TG：triglyceride 
結果は全て、平均値 ± 標準誤差で表示（n=8）。**は対応する control 群との有意差（**p < 
0.01）を示す（Steel-Dwass の多重比較にて検定）。  
 
図 28 と表 10 に肝臓の H&E 染色像及び Sirius red 染色像と、病態組織学的評価の結果を示
す。CDAHFD 3w 及び CDAHFD 8w のマウス肝臓は中程度から重度の脂肪蓄積及び炎症が
認められた。また、CDAHFD 3w では 8 匹中 3 匹に、CDAHFD 8w では 8 匹中 6 匹に風船様
細胞が認められた。各症状の合計で表される NAS は CDAHFD 3w と CDAHFD 8w で有意な
差は認められなかった。一方で、Sirius red 染色による線維化領域の評価では、control 3w、
8w 及び CDAHFD 3w で有意な変化が認められず、CDAHFD 8w のみで線維化が認められた。 
 
 
図 28．Controlマウス及びCDAHFD給餌 3、又は 8週のマウス肝臓の染色画像。左：hematoxylin 
and eosin、右：Sirius red（×200 magnification）。 
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表 10. Control マウス及び CDAHFD 給餌マウスの肝臓病理組織化学的評価 
Parameter Control 3w CDAHFD 3w Control 8w CDAHFD 8w 
Steatosis 0.00 ± 0.00 1.75 ± 0.71** 0.00 ± 0.00 1.88 ± 0.35** 
 Inflammation 0.00 ± 0.00 2.88 ± 0.35** 0.00 ± 0.00 3.00 ± 0.00** 
Balooning 0.00 ± 0.00 0.38 ± 0.52** 0.00 ± 0.00 0.88 ± 0.64** 
NAFLD activity 
score 
0.00 ± 0.00 5.00 ± 1.07** 0.00 ± 0.00 5.75 ± 0.71** 
Fibrosis area (%) 0.61 ± 0.29 0.47 ± 0.19 0.65 ± 0.18 3.89 ± 1.81**## 
病理組織学的評価は以下の範囲でスコアを付した。脂肪蓄積（スコア：0－4）、炎症（スコ
ア：0－3）及び風船用細胞（スコア：0－2）、これらのスコアの合計値を NAFLD activity score
（0－8）。(Normal, 0; Minimal, 1; Mild, 2; Moderate, 3; Marked, 4)として表記。線維化面積は
Sirius red 陽性面積を表記。結果は全て、平均値 ± 標準誤差で表示（n=8）。 **は対応する
control 群との有意差（**p < 0.01）、##は CDAHFD 3w 群との有意差（## p < 0.01）を示す
（Steel-Dwass の多重比較にて検定）。 
 
肝臓中 integrinαvβ3 の mRNA 及びタンパク質の評価 
PET 終了後に採取した肝臓切片について integrin αv 及び β3 の mRNA 及びタンパク質を
定量した結果を図 29 に示す。mRNA の評価では Integrin αv、β3 ともに CDAHFD 3w 及び
CDAHFD 8w で、control 3w 及び control 8w と比べ有意に増加していた。タンパク質発現量
は Integrin αv、β3 ともに対応する control 群と比較して、CDAHFD 3w 群では増加傾向を示
し、CDAHFD 8w 群では有意に増加した。 
 
図 29．Control マウス及び CDAHFD 給餌マウスの肝臓中 integrin αv 及び β3 の（A）mRNA
発現量及び（B）タンパク質発現量。White bar: integrin αv、Black bar: integrin β3。結果は全
て、平均値 ± 標準誤差で表示（n=8）。**は対応する control 群との有意差（**p < 0.01）、
##は CDAHFD 3w 群との有意差（## p < 0.01）を示す（Steel-Dwass の多重比較にて検定）。 
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肝臓中星細胞活性化指標の mRNA 評価 
星細胞の活性化の指標としてα-SMA及びCol1a1のmRNAの定量値を評価した結果を図30
に示す。いずれのmRNAも、CDAHFD 給餌群において、control群よりも有意に発現量が増
加した。 
 
図 30．Control マウス及び CDAHFD 給餌マウスの肝臓中における（A）α SMA の mRNA 発
現量及び（B）Col1a1 の発現量。White bar: integrin αv、Black bar: integrin β3。結果は全て、
平均値 ± 標準誤差で表示（n=8）。**は対応する control 群との有意差（**p < 0.01）、##は
CDAHFD 3w 群との有意差 （## p < 0.01）を示す（Steel-Dwass の多重比較にて検定）。 
 
18F-FPP-RGD2の肝臓 SUV 及び Vt と integrin α、β3 及び線維化面積との相関関係 
図 31 に 18F-FPP-RGD2投与 80－90 分後の肝臓 SUV と肝臓中 integrin αv 及び β3 のタンパ
ク質量及び sirius red 陽性面積との相関を示す。肝臓 SUV と integrin αv 及び β3 はそれぞれ
高い相関関係を示し（r = 0.593、p < 0.05；r = 0.835、p < 0.001）、sirius red 陽性面積とも良
好な相関関係を示した（r = 0.593，p < 0.05）。また、肝臓 Vt と integrin αv 及び β3 はそれぞ
れ高い相関関係を示した（r = 0.566、 p < 0.05；r = 0.769、p < 0.01）が、sirius red 陽性面積
とは相関を示さなかった（r=0.403、p>0.05）。 
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図 31．18F-FPP-RGD2 の肝臓 SUV と（A）integrin αv、（B）β3 及び（C）Sirius red 陽性面積
の相関関係。肝臓 Vt と（D）integrin αv、（E）β3 及び（F）Sirius red 陽性面積の相関関係。
相関関係は、Spearman’s ranked correlation test により算出した。△ :Control 3 and 8w、
●:CDAHFD 3w、■:CDAHFD 8w。 
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3-4. 考察 
本章では、NASH モデルマウスである CDAHFD 給餌マウスにおいて、18F-FPP-RGD2の肝
臓集積が増加することを明らかにした。さらに、その集積は線維化発現前から上昇し、
integrin-αv 及び β3 の発現量とよく相関することを認めた。また、星細胞は線維化発現前よ
り活性化が始まっていることが明らかとなった。 
CDAHFD 給餌マウスは、MCD 給餌マウスと同様に NASH モデルマウスとして研究に使用
されており、図 28 で示すとおり、脂肪蓄積、炎症及び風船様細胞が認められる。CDAHFD
は、MCD と同様に肝臓の脂質代謝に必要なコリンが欠乏しているが、酸化ストレス除去に
関わるメチオニンを 0.1%含有した高脂肪食である。その結果、CDAHFD 給餌マウスでは
MCD 給餌マウスで認められた体重減少が生じない一方で、MCD 給餌マウスと比較して病
態進展が早く、線維化も強く生じる。本研究において、CDAHFD 3w より AST 及び ALT の
上昇に加え、脂肪蓄積、炎症及び風船様細胞が認められている（表 9、10）。NASH 病態進
展の評価法の 1 つである NAS は脂肪蓄積、炎症及び風船様細胞の 3 つの病態スコアの和で
表され、NAS = 3 又は 4の場合は単純脂肪肝と NASH の境界状態、NAS > 5 は明らかな NASH
と診断されることから[46]、CDAHFD 3w 及び 8w での病態はいずれも NASH に進展した状
態と考えられる。一方、Sirius red 染色では、CDAHFD 給餌 8 週のみで線維化が認められた
（表 10）。これらの結果から、CDAHFD 3w 群は NASH であるが線維化に進展していない病
態であり、CDAHFD 8w 群は NASH であり、かつ線維化が発症した病態である。 
 本研究では、CDAHFD 3w 及び 8w のマウスに対して、18F-FPP-RGD2による PET イメー
ジングを実施した。今回の PET イメージングでは 18F-FPP-RGD2投与直後から 90 分後まで
のダイナミックスキャンを実施したが、肝臓における集積量は投与後 30 分から 90 分まで
ほとんど変化がなかった（図 22）。18F-FPP-RGD2 はマウス心腔に設定した ROI 中の放射能
濃度変化を image derived input function として活用した報告があるが、本研究においても血
液中の SUV と心腔の ROI における SUV は類似した推移を示し、血漿中では投与 90 分後ま
で未変化体として存在したため（表 8）、心腔の TAC を input function として用いた。心腔中
の放射能は継時的に減少し、肝臓/心腔比は投与後 80‐90 分で最大となった（図 25、26）。
したがって、本研究での SUV の評価は投与後 80－90 分を採用した。Control マウス及び
NASH モデルマウスの 18F-FPP-RGD2 による PET イメージングでは、CDAHFD 給餌に伴い
肝臓 SUV の増加が認められた（図 21、図 26）。さらに、過剰の cRGD ペプチドをプローブ
と同時投与した PET イメージングでは、肝臓中の放射能集積が減少した（図 26）。肝臓中の
放射能の化学形を分析したところ、98%以上が未変化体である 18F-FPP-RGD2 として存在し
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た（表 8）。これら結果は 18F-FPP-RGD2が肝臓の integrin αvβ3 に特異的に結合することを示
す。 
各群における 18F-FPP-RGD2 投与後の心腔の放射能濃度を比較すると、図 24 に示すよう
に CDAHFD 8w 群では Control 8w 群と比較して上昇傾向にあった。これらの結果は、
CDAHFD 8w 群における肝臓 SUV の増加は input function の増加の影響を受ける可能性を示
す。そこで、logan graphical analysis により input function で補正された Vt を算出したところ、
CDAHFD 3w 群及び 8w 群において、SUV と同様に対照の control 群よりも有意に高値を示
した（図 27）。なお、CDAHFD 8w 群に過剰の cRGD ペプチドを投与した際の肝臓 SUV は、
対照の control 8w 群の肝臓 SUV と比較して増加傾向を示し、非特異結合の変化が考えられ
たが、Vt は同程度の値を示したことから、この SUV の増加傾向は非特異結合の増加ではな
く input function の増加による影響と考えられる。このように、進行した NASH のような代
謝性疾患では体重変化だけではなく、循環動態に変化が起きている可能性も考えられるた
め、input function を加味した解析を実施することも重要となる。 
 今回認められた 18F-FPP-RGD2の肝臓集積増加とNASHマウスにおける肝臓中の分子病態
の関係を明らかにするために、PET 終了後のマウス肝臓を摘出し、mRNA 及びタンパク質
を定量した。その結果、肝臓星細胞の活性化の指標である α-SMA 及び Col1a1 と integrin-
αvβ3 の mRNA の発現量は、線維化発現前の CDAHFD 3w の時点より増加していることを認
めた。MCD 給餌マウスにおいても、線維化の発現前から α-SMA の mRNA の発現増加が報
告されている [82]。したがって、これらの NASH モデルマウスでは、線維化発現前より肝
臓星細胞の活性化と共に integrin-αvβ3 の発現が増加すると考えられる。今回、integrin-αv 及
び β3 のタンパク質発現量と 18F-FPP-RGD2 の肝臓集積量の相関関係の評価を実施したとこ
ろ、SUV 及び Vt ともに integrin-αv 及び β3 の発現量とそれぞれ相関関係を示した（図 31）。
また、Sirius Red の陽性面積との相関評価において Vt は相関関係を示さなかったことから、
18F-FPP-RGD2は肝臓の線維化の進行度の評価には適さないと考えられる。Integrin-αv は星細
胞及び肝実質細胞の両方に発現しているが、integrin β3 は主に星細胞での発現が多い [83]。
さらに、integrin-αv は β1、β3、β5、β6、β8 等いくつかの β サブユニットと複合体を形成す
るが、integrin-β3 は αv 及び αⅡb の二つの α サブユニットとのみ複合体を形成する[84]。以
上より、integrin-αvβ3 は、integrin-αv の発現量より、integrin-β3 の発現量とより高い相関関
係にあると考えられる。したがって、今回の実験において 18F-FPP-RGD2 の肝臓集積は、
integrin-αv の発現量より、integrin-β3 の発現量とより高い相関関係を示したと考えられる。
これまでに、線維化誘導ラットにおける RGD プローブを用いたイメージング研究が行われ
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ており[75、76、85]、これら報告では肝臓の線維化と共に RGD プローブの肝臓集積が増加
することが示されているが、線維化発現前の星細胞と肝線維化の状態及び integrin-αv、β3 の
発現量との関係又は NASH 病態との関係は不明であった。本研究では NASH モデルマウス
の肝臓において、星細胞の活性化及び integrin-αv、β3 の発現量増加は線維化発現前の NASH
病態においても生じていることを認め、RGD イメージングにより肝臓の integrin-αvβ3 の発
現量増加を評価できることを示した。本結果は、これまで検出困難であった NASH 患者の
線維化の予兆及びエラストグラフィでは捉えられない初期の線維化病態を検出できる可能
性を示すものである。 
 
 
3-5. 小括 
 本章では NASH モデルマウスである CDAHFD 給餌マウスを用いて、18F-FPP-RGD2 の肝
臓集積を評価した。その結果、CDAHFD 給餌期間に伴い 18F-FPP-RGD2の肝臓 SUV 及び Vt
の増加を認めた。特に CDAHFD 8w 群では control 8w 群よりも input function が増加したた
め、input function を用いた動態解析が重要であることが示された。また、18F-FPP-RGD2 の
SUV 及び Vt は integrin αv 及び β3 の発現量と高い相関を示した。さらに、肝臓線維化発現
前から星細胞の活性化し、integrin αv 及び β3 の mRNA 及びタンパク質が増加していること
が認められた。以上より、18F-FPP-RGD2を用いた PET イメージングは線維化要因である星
細胞の活性化のイメージングバイオマーカーとなり、従来の線維化評価法では困難であっ
た、線維化の予兆や、線維化初期状態の評価に有用であることを示唆する。本イメージング
法は、線維化治療薬の開発において、線維化進展リスクの高い患者選抜及び線維化病態モニ
タリングに活用することで、開発効率向上に貢献することが期待される。 
 
 
 
 
 
  
58 
 
【総括】 
本研究では、NASH 病態における早期の肝炎及び肝臓の線維化の二つのステージにおいて
肝臓病態イメージングによる評価に取り組んだ。最初に、単純脂肪肝から脂肪性肝炎へ進展
の原因の一つである ROS の発生による分子病態として、ミトコンドリア機能変化に着目し、
NASH モデルマウスを用いた評価を実施したところ、NASH モデルマウスの肝臓において
病態形成と共にミトコンドリア機能異常が生じており、99mTc-MIBI を用いた SPECT イメー
ジングにより単純脂肪肝とミトコンドリア機能異常を示す NASH 病態を鑑別でき、臨床研
究を支持した。つづいて、ミトコンドリアのエネルギー産生に関与するミトコンドリア電子
伝達系タンパク質のMC-1機能に着目し、NASH病態進展とMC-1活性の関係についてNASH
モデルマウスを用いて検討したところ、単純脂肪肝から肝炎が生じる病態において MC-1 活
性が低下していることが明らかとなった。18F-BMS を用いた PET では肝臓 SUV 値や、プロ
ーブの input function を用いて算出した Vt といった臨床外挿可能な PET 定量値が、MC-1 活
性のイメージングバイオマーカーとなり得ることを明らかにし、単純脂肪肝から NASH へ
と進行する病態を鑑別できることを示した。次に、肝線維化に関系する分子として肝臓星細
胞に着目し、NASH モデルマウスでの 18F-FPP-RGD2イメージングにより NASH 病態ではプ
ローブの肝臓 SUV や Vt が増加することが認められた。これらマウスの病態評価から、線
維化発症前の星細胞活性化時に integrin-αvβ3 の発現も増加しており、18F-FPP-RGD2の SUV
又は Vt が肝臓 integrin-αvβ3 発現量のイメージングバイオマーカーとなり、早期の線維化だ
けではなく既存の評価法では検出困難な線維化の予兆が捉えられることが示された。これ
らの結果は、NASH 治療薬の創製において重要な病態である炎症の惹起及び線維化に関与
する分子病態バイオマーカーとして、99mTc-MIBI、18F-BMS 及び 18F-FPP-RGD2 による分子
イメージングが活用できることを示し、NASH の新規治療薬の創薬及びバイオマーカー研
究に対して有用な知見を与えるものである。 
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